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HNF1α (hepatocyte nuclear factor-1) est un facteur de transcription exprimé dans 
le foie, le pancréas, les reins, l’estomac, l’intestin grêle et le côlon.  Il a été démontré que 
des mutations du gène codant pour cette protéine sont associées à un diabète non 
insulinodépendant MODY3.  De plus, les souris déficientes pour l’expression de Hnf1 
souffrent d’hyperglycémie.  Ces animaux mutants semblent produire de l’insuline mais 
présentent cependant une altération de la sécrétion de cette hormone au niveau du pancréas.  
Dans une précédente étude, nous avons démontré que certains marqueurs de cellules 
entéroendocrines impliqués dans l’homéostasie du glucose étaient modulés chez les 
animaux mutants comparativement aux animaux contrôles notamment la ghréline, le Gip, la 
somatostatine.  Notre hypothèse de recherche est que la perte de Hnf1α conditionne la 
promotion du diabète par l’intermédiaire d’hormones intestinales.  Nous avons observé, 
chez les animaux mutants, une augmentation de l’expression du transcrit, du nombre de 
cellules positives ainsi que des taux plasmatiques de ghréline.  Cette hormone étant reliée à 
l’homéostasie du glucose, nous avons suivi les variations de la glycémie et des taux 
d’insuline chez nos animaux.  Nous avons observé une hyperglycémie accompagnée d’une 
diminution des taux d’insuline chez nos animaux mutants.  Ces souris présentent une prise 
alimentaire augmentée, une polyurie et une polydipsie élevées, symptômes connus du 
diabète.  Le traitement de 6 jours sur les souris Hnf1α-/- avec un antagoniste commercial du 
récepteur à la ghréline GHSR1a, le (D-Lys3)-GHRP-6 de BACHEM, montre un 
rétablissement de la glycémie proche des valeurs normales, de même qu’une augmentation 
significative des taux d’insuline plasmatiques des souris traitées, une diminution de la 
polyurie, de la polydipsie et de la glycosurie.  Les souris mutantes traitées avec cet 
antagoniste voient leur tolérance au glucose améliorée même en cas de choc glycémique.  
Nous avons, enfin, documenté la régulation possible de Hnf1α vis-à-vis du gène codant 
pour la ghréline.  Des infections lentivirales, réalisées sur des cellules MIN6 avec un 
shARN dirigé contre le transcrit Hnf1, montrent une augmentation des taux d’expression 
du transcrit ghréline.  Nous avons également mis en évidence l’interaction physique entre 
Hnf1α et le promoteur ghréline en plusieurs sites par des expériences 
d’immunoprécipitation de la chromatine.  L’ensemble de ces résultats suggère que la perte 
de Hnf1 chez la souris joue un rôle dans la promotion de l’hyperglycémie par 
l’intermédiaire d’une dérégulation de la production de ghréline. 
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1 L’appareil digestif 
 
L’alimentation apporte une grande partie de l’énergie indispensable à la vie.  
L’appareil digestif permet aux organismes d’effectuer la dégradation des aliments 
transformés en nutriments qui traverseront alors la paroi de l’intestin et seront assimilés, 
assurant ainsi une distribution à tout l’organisme (Bornhorst et Paul Singh, 2014).  Les 
organes du tube digestif sont la bouche, le pharynx, l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle, 
et le côlon se terminant par l’anus.  Les organes annexes sont les dents, la langue, la 
vésicule biliaire et un ensemble de glandes digestives que sont les glandes salivaires, le foie 




Figure 1: Schéma de l’appareil digestif.  Adapté de ©2005-2014 WebMD, LLC. 
















1.1 Formation du tube digestif 
 
L’organogenèse correspond au développement des organes, des systèmes.  Chez les 
vertébrés, l’appareil digestif est constitué de plusieurs organes émanant d’un tube primitif 
commun.  Les cellules de l’embryon qui constituent l’épiblaste sont des cellules 
indifférenciées, réparties en 3 groupes : l’ectoderme qui donnera la peau et le système 
nerveux central, le mésoderme, à partir duquel trouveront leur origine le sang, les os et les 
muscles, et enfin l’endoderme qui aboutira à la formation des systèmes respiratoires et 
digestifs (Wells et Melton, 1999).  Cette répartition cellulaire intervient au cours de la 
gastrulation.  L’endoderme est alors une monocouche de cellules qui donnera l’œsophage, 
les poumons, l’estomac, l’intestin grêle, le côlon et différentes glandes comme la thyroïde, 
le thymus, le pancréas et le foie.  Chez la souris, l’organogenèse du tractus digestif débute 
peu après la gastrulation à 7,5 jours (E7,5) (Kiefer, 2003; Tam et Loebel, 2007).  À ce 
moment, l’endoderme s’invagine à ses extrémités antérieures et postérieures pour prendre 
la forme d’une coupe (Figure 2).  En moins de 24 heures, l’appareil digestif primitif 
consiste en un tube épithélial pluristratifié formé par différents processus morphogénétiques 
(Wells et Melton, 1999).  Le tube digestif en tant que tel est formé au jour embryonnaire 
8,5.  Dès lors, on peut distinguer 3 segments : 1) l’intestin antérieur (Puri et Hebrok, 2010) 
qui s’étend de la membrane pharyngienne au bourgeon hépatique, 2) l’intestin moyen 
(midgut) faisant suite au précédent et se terminant à la jonction au niveau du colon 
transverse et 3) l’intestin postérieur (hindgut) s’étendant jusqu’à la membrane cloacale.  
Les principaux dérivés de l’intestin antérieur seront l’oreille moyenne, l’amygdale, le 
tractus thyréoglosse, les glandes parathyroïdes, le thymus, l’appareil trachéobronchique, 
l’oesophage, l’estomac, le duodénum, le foie, les voies biliaires et le pancréas.  Les dérivés 
pour l’intestin moyen seront l’intestin grêle et le colon alors que pour l’intestin postérieur, 
les dérivés seront le colon, le rectum et le canal anal. 
 
Du jour embryonnaire 9 à 14,5, le tube digestif continue sa morphogénèse et 
l’endoderme devient alors une monocouche épithéliale reposant sur une lame basale.  Au 




organes (Figure 2).  Les premières villosités, véritables protrusions en forme de doigt au 
contact de la lumière intestinale, apparaissent au niveau de l’intestin grêle au jour 
embryonnaire 14,5 en parallèle de la cytodifférenciation des organes (Figure 2) (Gregorieff 
et Clevers, 2005). 
 
Les raisons selon lesquelles l’endoderme peut donner les différents types cellulaires 
des tractus digestifs et respiratoires ne sont pas encore élucidées.  Il est possible que des 
cellules pluripotentes de l’endoderme, des cellules souches, reçoivent des signaux 
intercellulaires : bone morphogenetic protein (BMP), Notch, transforming growth factor 




Figure 2: Étapes du développement de l’endoderme.  Adapté de (Gregorieff et Clevers, 
2005; Wells et Melton, 1999) après obtention de l’autorisation par l’éditeur. 
A : Formation de l’endoderme, B : Formation du tube digestif, C:  Formation des 
bourgeons donnant les organes, D : Cytodifférenciation organique. 
















(A : antérieur ; P : postérieur ; Lu : poumon ; St : estomac ; Li : foie ; Int : intestin ; d. 
Panc : bourgeon pancréatique dorsal ; v. Panc : bourgeon pancréatique ventral) 
 
1.2 Le pancréas 
 
Le pancréas est un organe abdominal situé en-dessous de l’estomac.  Le pancréas 
provient de deux bourgeons aux jours embryonnaires 9,5-10 chez la souris, l’un dorsal et 
l’autre ventral (Jensen, 2004).  Il est formé de deux glandes provenant de deux populations 
cellulaires fonctionnellement et morphologiquement distinctes dérivant de l’endoderme. 
 
La portion exocrine du pancréas, représentant plus de 90% du pancréas (Puri et 
Hebrok, 2010; Slack, 1995), est constituée de deux types cellulaires : les cellules acinaires 
et les cellules ductales ou canalaires.  Les cellules acinaires sont chargées de la sécrétion du 
suc pancréatique constitué d’enzymes.  Ce suc pancréatique se déverse dans le duodénum et 
est indispensable à la digestion des lipides, des protéines et des hydrates de carbone en 
nutriments.  Les cellules ductales formeront un réseau de canaux permettant le transport des 
sécrétions acineuses.  Ces cellules canalaires vont aussi sécréter du bicarbonate qui 
permettra de tamponner le pH favorisant une activité enzymatique optimale (Shih et al, 
2013). 
 
La portion endocrine ne représente que de 2 à 4 % de la masse du pancréas.  L’unité 
fonctionnelle de cette portion est représentée par les îlots de Langerhans, portant le nom de 
celui qui la découvrit, Paul Langerhans (Dittrich et Hahn von Dorsche, 1978; Merkwitz et 
al, 2013).  Ces îlots sont dispersés dans le parenchyme exocrine.  On retrouve au sein de 
ces îlots pancréatiques plusieurs types cellulaires comprenant les cellules β produisant 
l’insuline, les cellules α produisant le glucagon, les cellules δ produisant la somatostatine, 
les cellules PP produisant le polypeptide pancréatique.  Un cinquième type cellulaire 
controversé serait également présent, il s’agit des cellules ε produisant la ghréline 





1.3 L’épithélium intestinal 
 
1.3.1 L’axe crypte-villosité 
 
Dès la naissance, on assiste à la formation d’invaginations de l’épithélium appelées 
cryptes de Lieberkühn.  Ce compartiment prolifératif est nécessaire au renouvellement de 
l’épithélium intestinal qui varie de 3 à 5 jours.  La villosité, quant à elle, sera définie 
comme le compartiment différencié, permettant d’accomplir les différentes fonctions de 
l’intestin soient, la digestion et l’absorption des nutriments, l’absorption de l’eau et la 
fonction de barrière contre les pathogènes.  L’axe crypte-villosité regroupera ces 2 unités 
fonctionnelles que sont la crypte et la villosité (Crosnier et al, 2006; van der Flier et 
Clevers, 2009). 
 
1.3.2 Les différents types cellulaires 
 
L’épithélium intestinal se compose d’une monocouche de cellules qui constitue la 
plus grande et la plus importante barrière protégeant l’organisme de l’environnement 
externe (De Mey et Freund, 2013; Groschwitz et Hogan, 2009; Peterson et Artis, 2014).  Il 
agit comme une barrière sélective perméable permettant l’absorption des nutriments, des 
électrolytes et de l’eau, tout en maintenant une défense efficace contre les toxines, les 
antigènes et la flore entérique contenus dans la lumière intestinale.  L’épithélium maintient 
les propriétés de cette barrière sélective par l’intermédiaire de complexes protéine-protéine 
qui relient physiquement les cellules adjacentes.  Le réseau de protéines connectant les 
cellules épithéliales forment 3 complexes d’adhésion : les jonctions adhérentes, les 
jonctions serrées et les desmosomes (Anderson et Van Itallie, 2009; Fanning et al, 2012; 
Nekrasova et Green, 2013; Peterson et Artis, 2014).  Ces complexes sont constitués de 
protéines transmembranaires qui interagissent entre deux cellules adjacentes et qui sont 





La crypte renferme les cellules souches intestinales pluripotentes, localisées au 
niveau de la base de la crypte de Lieberkühn.  Chaque crypte renfermerait de 4 à 6 cellules 
souches.  Ces cellules souches vont se diviser et fourniront les cellules progénitrices, 
toujours dans le compartiment prolifératif (Figure 3) (Barker et al, 2008).  Actuellement, 
deux modèles visant à identifier la nature des cellules souches responsables du 
renouvellement épithélial sont discutés au sein de la communauté scientifique.  Le premier 
modèle affirme que les cellules souches seraient localisées à la position +4; on parle alors 
de cellules LRCs pour labeled-retained cells (Potten, 1977).  Ce modèle suggère que tous 
les types cellulaires proviendraient des LRCs.  La littérature actuelle ne permet pas de 
renseigner la nature de la descendance des LRCs en raison du manque de marqueurs 
cellulaires spécifiques.  Par conséquent, le rôle de ces LRCs comme cellules souches 
servant au renouvellement de l’épithélium demeure incertain.  Le deuxième modèle 
proposé soutient le rôle des cellules situées dans le fond de la crypte, soit le modèle CBC 
pour crypt base columnar originalement supporté par Leblond (Bjerknes et Cheng, 1999; 
Bjerknes et Cheng, 2002; Cheng et Leblond, 1974).  Ces cellules sont situées dans le fond 
des cryptes et entourées en alternance par les cellules de Paneth (Bjerknes et Cheng, 2002; 
Cheng et Leblond, 1974).  Des études révèlent que les cellules CBC se trouvent dans un 
environnement qui est propice à leur auto-renouvellement ainsi qu’à l’émission de cellules 
progénitrices.  Au fil de la migration ascendante le long de la crypte, les cellules 
progénitrices ainsi produites seront sujettes à une succession rapide de modifications 
résultantes de l’action de divers régulateurs impliqués dans les processus de différenciation 
cellulaire.  Une fois dans la villosité, les cellules épithéliales seront alors différenciées.  Les 
cellules souches seront ainsi responsables de produire les 4 types majeurs de cellules 
différenciés de l’épithélium de l’intestin grêle soient, les cellules absorbantes, les cellules 
entéroendocrines, les cellules de Paneth et les cellules caliciformes (Figure 3).  Trois jours 
après leur différenciation, les cellules subiront l’apoptose au niveau de l’apex de la villosité 
et seront éliminées dans la lumière intestinale (Crosnier et al, 2006; van der Flier et 
Clevers, 2009). 
 
Les entérocytes ou cellules absorbantes représentent la majorité des cellules de 




sont polarisées avec, à leur pôle apical, une bordure en brosse permettant l’absorption et le 
transport des nutriments. 
 
Les cellules de Paneth sont les seules cellules différenciées de la crypte.  Une fois 
leur processus de détermination achevé, celles-ci redescendent se positionner dans le fond 
de la crypte où elles terminent leur maturation (Figure 3).  Ces cellules jouent un rôle au 
niveau de l’immunité innée.  Ce sont des cellules sécrétrices contenant dans leurs granules 
du lysozyme, des cryptidines/défensines et des protéines antimicrobiennes (Bjerknes et 
Cheng, 1981).  Par ailleurs, les cellules de Paneth pleinement différenciées entourent les 
cellules CBCs exprimant Lgr5 dans le fond des cryptes.  Les cellules de Paneth produisent 
également de l’EGF, du TGF-α, du Wnt3 et le ligand Dll4 de la voie Notch qui sont tous 
essentiels pour le maintien des cellules souches en culture. 
 
Les cellules caliciformes sont des cellules sécrétoires libérant un mucus dans la 
lumière intestinale et nécessaire au mouvement du contenu alimentaire.  Ce mucus protège 
des stress physiques et chimiques.  Ces cellules possèdent un large pôle apical contenant le 
cytoplasme (Figure 3).  La proportion de cellules caliciformes augmente du duodénum 
(4%) à l’iléon (16%), pour atteindre près de 50% dans l’épithélium colique (Karam, 1999; 
Noah et al, 2011). 
 
Les cellules entéroendocrines sont elles aussi des cellules de la lignée sécrétoire 
(Figures 3 et 4).  Elles sont présentes de l’estomac au côlon et sont spécialisées dans la 
sécrétion d’hormones jouant différentes fonctions au niveau intestinal, mais aussi 
systémique et métabolique.  Ces cellules sont dispersées au niveau de l’épithélium et 
représentent seulement 1% des cellules épithéliales intestinales.  Néanmoins, les cellules 
entéroendocrines constituent le plus grand système endocrinien de l’organisme (Schonhoff 
et al, 2004).  Les cellules, tout le long du tractus gastro-intestinal, reçoivent des 
informations sous différentes formes incluant des messagers chimiques provenant d’autres 
cellules.  L’ingestion de nourriture est le stimulus initial pour activer la sécrétion 
d’hormones.  Les aliments vont fournir une information à l’organisme par la pensée, la 




goût et l’odeur entrainent une stimulation chimique.  Les différents composants nutritifs 
sont ainsi perçus par les cellules épithéliales et il y a également stimulation mécanique pour 
assurer la progression du bol alimentaire.  Toutes ces stimulations vont entrainer la 
libération de peptides et d’hormones par les cellules entéroendocrines de la muqueuse soit 
dans l’espace proche pour une action locale, soit dans le sang pour une action à distance 





Figure 3: Les différents types de cellules épithéliales intestinales. A : Représentation 
schématique de la répartition des cellules épithéliales intestinales le long de l’axe 
crypte/villosité.  Au niveau du côlon. Il n’y a pas de villosité mais l’organisation des 
cellules reste similaire.  B : Représentation schématique des différents types de cellules 
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épithéliales intestinales.  Adapté  de (Crosnier et al, 2006) après obtention de l’autorisation 
par l’éditeur. 
 
Ainsi les messagers chimiques du tractus gastro-intestinal peuvent avoir des effets 
sur l’ensemble de l’organisme.  Ces messagers sont appelés hormones.  Ce sont des 
molécules sécrétées par une glande ou une cellule, véhiculées par le sang, et qui agissent 
sur des cellules cibles spécifiques (Figure 4).  Si l’hormone agit directement sur la cellule 
qui la synthétise, on parlera d’action autocrine.  Si elle agit localement, dans le liquide 
extracellulaire au voisinage de la cellule qui la produit, on parle d’une action paracrine.  
Dans le cas où l’hormone agit à distance, transportée par le sang, ce qui se produit dans la 
majorité des cas, on aura une action endocrine.  Il existe 15 à 19 types d’hormones gastro-
intestinales (Hocker et Wiedenmann, 1998).  Parmi elles se trouve la gastrine sécrétée par 
les cellules G de l’antre gastrique.  Cette hormone stimule la sécrétion acide de l’estomac 
(Chu et Schubert, 2012).  La ghréline est une hormone produite par l’estomac, l’intestin et 
le pancréas, qui joue un rôle sur la sécrétion de l’hormone de croissance, le contrôle de la 
prise alimentaire et le métabolisme énergétique (Andralojc et al, 2009; Granata et Ghigo, 
2013; Kojima et Kangawa, 2005).  Le gastric inhibitory polypeptide (GIP) est produit par 
les cellules K du duodénum et du jéjunum.  Celui-ci stimule la sécrétion d’insuline et 
inhibe la sécrétion de HCl par l’estomac (Kim et Egan, 2008; Martinez-Rodriguez et Gil, 
2012).  On trouve également le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) qui est produit par les 
cellules L de l’iléon et du côlon et qui stimule la sécrétion d’insuline (Martinez-Rodriguez 
et Gil, 2012).  Le glucagon-like peptide-2 (GLP-2) est produit par ces mêmes cellules mais 
intervient dans la prolifération et la croissance cellulaire des cellules intestinales ainsi que 
la régulation de l’appétit (Baldassano et al, 2012; Janssen et al, 2013).  La glicentine et 
l’oxyntomoduline, autrefois regroupées sous le terme d’entéroglucagon, proviennent du 
clivage du proglucagon dans l’intestin grêle.  Les actions de la glicentine sont encore 
méconnues et peu étudiées mais elle stimulerait la sécrétion d’insuline et diminuerait 
l’acidité gastrique alors que l’oxyntomoduline jouerait un rôle sur la sécrétion d’insuline 
comme GLP-1, mais de manière moins importante (Holst, 1997).  La motiline est une 
hormone produite par le duodénum qui favorise la vidange gastrique en fonction du pH 




du côlon et joue un rôle dans la réduction de l’appétit (Holzer et al, 2012; Lancha et al, 
2012).  La sécrétine est une hormone intestinale produite par les cellules S au niveau du 
duodénum et active essentiellement la sécrétion des enzymes pancréatiques et de 
bicarbonates pour neutraliser l’acidité gastrique (Sekar et Chow, 2013).  La 
cholécystokinine, ou CCK, est produite par le duodénum et libérée dans le sang lors de 
l’arrivée du bol alimentaire.  La CCK stimule fortement la sécrétion d’enzymes 
pancréatiques, la contraction de la vésicule biliaire et agit comme une hormone 
anorexigénique (Cote et al, 2014; Simpson et al, 2012).  La leptine est également une 
hormone produite par le tube digestif.  En plus de sa production par les adipocytes, des 
études relatent sa production par l’estomac (Bado et al, 1998; Yarandi et al, 2011).  Cette 
hormone est impliquée dans la satiété.  Le peptide vasoactif intestinal VIP possède un rôle 
sur l’activité vasculaire intestinale et permet notamment la relaxation des couches 
musculaires qui composent l’intestin et la sécrétion d’eau et d’électrolytes (Delgado et 
Ganea, 2013; Fahrenkrug, 2010).  On peut trouver également une monoamine produite par 
les cellules entérochromaffines de l’antre gastrique et du duodénum essentiellement, la 
sérotonine.  Celle-ci peut agir sur la motilité intestinale.  Au niveau du cerveau elle 
participe à la thermorégulation, agit sur les comportements alimentaires et sexuels, le 
contrôle moteur, les rythmes circadiens et l’anxiété (Gershon, 2013; Hale et al, 2013; 
Myers, 1981).  La neurotensine est produite par les cellules N du jéjunum à l’iléon.  Au 
niveau du cerveau, la neurotensine joue un rôle sur l’hypothermie et sur les voies 
cholinergiques et dopaminergiques.  Elle stimule les sécrétions pancréatiques et biliaires, 
inhibe la sécrétion acide de l’estomac et stimule la motilité du côlon.  La neurotensine joue 
aussi un rôle sur la libération de prolactine, de thyrotropine, d’hormone lutéinisante et 







Figure 4: Production des hormones gastro-intestinales chez l’humain.  Adapté de 
doctissimo.fr (http://www.doctissimo.fr/html/sante/atlas/niv2/appareil-digestif.htm consulté 
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2 La transcription des gènes et la protéine HNF1α 
 
2.1 La transcription des gènes et la chromatine 
 
On peut définir un facteur de transcription comme une protéine nécessaire à la 
régulation de la transcription.  Ces protéines sont capables d’interagir avec l’ADN de 
manière séquence spécifique grâce à un domaine de liaison à l’ADN qui reconnaitra 
directement des séquences cis-régulatrices sur les régions promotrices des gènes.  
Néanmoins, l’action des facteurs de transcription peut également avoir lieu sans impliquer 
de liaison directe à l’ADN.  Les facteurs de transcription agissent de manière combinée en 
interagissant avec d’autres facteurs comme des coactivateurs, des corépresseurs, des agents 
pouvant modeler la chromatine, des histones acétylases, des histones désacétylases, des 
méthylases, pour activer ou réprimer la transcription de gènes.  Ces protéines possèdent 
également un domaine de transactivation. 
 
L’ADN génomique est structuré en une chromatine ordonnée dans le noyau des 
cellules eucaryotes.  L’ADN est enroulé autour de complexes protéiques formant les 
nucléosomes.  Le nucléosome est un octamère constitué de deux molécules d’histone H2A, 
H2B, H3 et H4.  Les histones sont des protéines spécialisées dans la compaction de l’ADN.  
Chaque nucléosome permet l’enroulement de 147 paires de bases d’ADN autour de lui 
même (Clapier et Cairns, 2009; Swygert et Peterson, 2014b).  Les résidus d’histones 
chargés positivement sont connectés avec les groupements phosphates de la molécule 
d’ADN.  La chromatine peut se présenter sous forme d’euchromatine, correspondant à la 
forme décondensée et active de la chromatine permettant ainsi l’expression génique par 
l’accès de la machinerie transcriptionnelle.  L’autre forme de chromatine est 
l’hétérochromatine qui correspond à la forme compacte et inactive de la chromatine.  La 
chromatine sera ainsi la cible de remodelages permettant la régulation de la transcription, la 
ségrégation des chromosomes, la réplication de l’ADN et sa réparation.  Des remodeleurs 
de la chromatine agiront alors pour assembler et mettre en place les nucléosomes, les 
repositionner, les éjecter de la chromatine, assurer l’accessibilité des éléments cis et ajouter 




2012).  Quatre familles de remodeleurs de la chromatine, conservées de la levure à 
l’homme, ont été identifiées : SWI/SNF (switching defective/sucrose nonfermenting), ISWI 
(imitation switch), CHD (chromodomain, helicase, DNA binding) et INO80 (inositol 
requiring 80) (Erdel et al, 2011; Euskirchen et al, 2012; Falbo et Shen, 2012; Petty et 
Pillus, 2013; Stanley et al, 2013).  Ces 4 familles de remodeleurs utilisent l’hydrolyse de 
l’ATP pour altérer les contacts histone-ADN. 
 
La méthylation des histones joue un rôle important dans la régulation de 
l’expression des gènes (Liu et al, 2014).  Cette modification épigénique peut avoir lieu sur 
les résidus arginine ou lysine (Bedford et Clarke, 2009; Martin et Zhang, 2005).  Chez les 
mammifères, la méthylation des arginines des histones est retrouvée sur les résidus 2, 8, 17 
et 26 de l’histone H3 (H3R2, H3R8, H3R17 et H3R26) ainsi que sur le résidu 3 de l’histone 
H4 (H4R3) (Guo et al, 2013; Sengoku et Yokoyama, 2011; Zhang et Reinberg, 2001).  Les 
arginines peuvent être méthylées une à deux fois par les peptidylarginine 
methyltransferases (PRMTs) (Bedford, 2007; Cha et Jho, 2012).  La méthylation sur les 
résidus arginine peut avoir une rôle activateur ou répresseur de la transcription des gènes.  
La méthylation des histones sur les résidus lysine peut également influencer la régulation 
des gènes.  Plus particulièrement, les méthylations d’histones H3K4, H3K36 et H3K79 sont 
associées à des régions actives de la chromatine, permettant le recrutement de la machinerie 
transcriptionnelle, alors que les méthylations H3K9, H3K27 et H4K20 seront associées à 
des régions de chromatine condensée donc favorisant la répression des gènes (Evertts et al, 
2013; Klose et Zhang, 2007).  La méthylation des lysines sera permise par l’action de 
lysine méthyltransférases et les résidus pourront alors être mono-, di- ou triméthylés.  Ces 
méthylations sur les résidus arginines et lysines pourront être enlevées par l’action de 
déméthylases telles que jumonji Domain Protein 2 (JMJD2) (Krishnan et Trievel, 2013; 
Whetstine et al, 2006).  Les enzymes histones déméthylases des classes lysine-specific 
histone demethylase 1 (LSD1) et jumonji C (JmjC) ont été identifiées pour retirer les 
méthylations H3K4, H3K9 et H3K36 (Rudolph et al, 2013; Shi et Tsukada, 2013).  Chez 
les mammifères, la méthylation en H3K27 est associée à une répression de la transcription 
des gènes par les PcG (polycomb group).  La protéine enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) 




l’histone H3 (Taghavi et van Lohuizen, 2006; Xiao, 2011).  Il a été démontré également 
que cette protéine EZH2 interagit avec des ADN méthyltransférases (DNMTs) qui 
méthylent à leur tour l’ADN (Jeltsch et Jurkowska, 2014; Vire et al, 2006).  Le recrutement 
de complexes répresseurs comme PRC1, d’histones déacétylases, et de remodeleurs de la 
chromatine comme SWI/SNF est également possible (Cao et al, 2002; Laugesen et Helin, 
2014; Taghavi et van Lohuizen, 2006).  La déméthylation H3K27 serait assurée par la 
famille de protéines lysine (K)-specific demethylase 6A (KMD6A).  
 
2.2 Le facteur de transcription HNF1α 
 
HNF1α, pour Hepatocyte Nuclear Factor 1α aussi appelé TCF1, LF-B1 et MODY3, 
est une protéine à homéodomaine qui fut découverte à la fin des années 1980 (Baumhueter 
et al, 1990; Courtois et al, 1987; Tronche et Yaniv, 1992).  Ce facteur de transcription est 
très conservé chez les vertébrés avec notamment 94% d’homologie entre les protéines de 
l’homme et du rat (Bach et al., 1991).  Cette protéine est exprimée dans le foie, les reins, 
l’estomac, le pancréas et l’intestin (Baumhueter et al, 1990; Blumenfeld et al, 1991).  
HNF1α est codée par un gène de 23 kb comprenant 10 exons chez l’homme.  La protéine 
est composée de 3 domaines majeurs.   
 
HNF1α est une protéine à homéodomaine.  Un homéodomaine est un motif 
peptidique composé de 60 acides aminés codés par 180 paires de bases composant 
l'homéoboîte.  Les protéines à homéodomaine sont fortement conservées au cours de 
l'évolution avec un degré de conservation de l'ordre de 90%.  La structure se compose de 
trois hélices alpha se repliant autour d’un cœur hydrophobe, on parlera de motif hélice-tour-
hélice (HTH).  C’est grâce à ce motif que se fera l’interaction avec la molécule d'ADN.  
Cette partie s'insère dans le petit sillon de la double hélice de l'ADN et contribue à ouvrir 
celle-ci et ainsi permettre la transcription.  Pour ce qui est de la structure de HNF1α celle–ci 
a été déterminée par des essais de complémentation in vitro, en amino-terminal, on trouve 
un domaine de dimérisation composé de 33 acides aminés, suivi d’un domaine de liaison à 
l’ADN qui lie une séquence palindromique consensus GTTAATnATTAAC, et enfin en 




2001).  HNF1α peut s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec HNF1β (encore appelé LF-
B3) qui a la même distribution tissulaire que HNF1α, à l’exception de sa présence dans les 
poumons (Bach et al, 1992; Chouard et al, 1990; Rey-Campos et al, 1991).  Néanmoins, 
HNF1α semble être un meilleur transactivateur quand il est sous forme d’homodimère que 
lorsqu’il s’hétérodimérise avec HNF1β (Mendel et al, 1991a).  Une fois lié à l’ADN, 
HNF1α pourra agir en synergie avec d’autres facteurs tels que CBP, p300, GATA-4, 
GATA-5, CDX-2 (Boudreau et al, 2002; Dohda et al, 2004; van Ooij et al, 1992; van 
Wering et al, 2002). 
 
Il existe, par ailleurs, un cofacteur stabilisant la dimérisation de HNF1α et HNF1β 
nommé DCoH (Rho et al, 2010).  Ce dernier se fixe sur l’extrémité amino-terminale des 
protéines, le domaine de dimérisation, et augmente le caractère transactivateur du complexe 
(Mendel et al, 1991b; Rho et al, 2010).  Chez la souris, HNF1α est exprimé dès le jour 
embryonnaire 10,5 dans l’endoderme du sac vitellin et au jour embryonnaire 11,5 dans 
l’endoderme intestinal.  Au niveau de l’épithélium intestinal, son expression est perdue à la 
naissance puis retrouvée au moment du sevrage des souriceaux vers le 17ième jour de vie 




Figure 5 : Structure de HNF1α. Représentation schématique de la protéine HNF1α 
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3 Rôles cellulaires de HNF1α 
 
Le facteur de transcription HNF1α régule des gènes au sein de plusieurs tissus.  Les 
sections suivantes feront état des fonctions connues pour HNF1α dans un contexte tissu-
spécifique.  
 
3.1 Le foie 
 
Les premières études montrant l’implication de HNF1α dans la régulation 
transcriptionnelle des gènes remontent à la fin des années 80 et début des années 1990, avec 
la régulation de l’α1-antitrypsine et du β-fibrinogène (Courtois et al, 1987; Tronche et 
Yaniv, 1992).  Dès lors, la communauté scientifique a continué à répertorier les cibles 
potentielles de ce facteur de transcription dans le foie incluant l’albumine en collaborant 
notamment avec les coactivateurs CBP et p300 (Dohda et al, 2004), l’α-fétoprotéine, la 
transthyrétine (Courtois et al, 1988; Rollier et al, 1993), l’apolipoprotéine B (Brooks et 
Levy-Wilson, 1992), le CYP2E1 (Liu et Gonzalez, 1995), l’insulin-like growth factor I 
(IGF1) (Nolten et al, 1995) et la glucose-6-phosphatase (Lin et al, 1997).  Il a également 
été démontré que HNF1α pouvait interagir avec des coactivateurs, comme ceux des 
familles C/EBP et CDX, afin de transactiver le gène Fatty acid binding protein 1 (Fabp1) 
(Staloch et al, 2005).  HNF1α interagit avec CDX2 pour activer le gène de la cadhérine-17 
(Zhu et al, 2010) ou encore avec SP1 pour activer le gène du cotransporteur sodium-
glucose SGLT1 (sodium-glucose linked transporter 1) (Kekuda et al, 2008).  Chez les 
patients atteints de mutations au niveau du gène HNF1A, des cas d’adénomes hépatiques 
ont été répertoriés (Lerario et al, 2010).  Récemment une étude a révélé le rôle de HNF1α 
sur la régulation de microRNA-194 qui a son tour régulera l’expression de Frizzled-6 
(Krutzfeldt et al, 2012). 
 
L’équipe du Professeur Pontoglio a généré une souris Hnf1-/- par recombinaison 
homologue permettant de supprimer les 108 premiers acides aminés correspondant au 
domaine de dimérisation en entier et une partie du domaine de liaison à l’ADN de la 




foie a été répertoriée.  Des analyses biochimiques révèlent une hypercholestérolémie et 
hyperphénylalaninémie.  La phénylalanine est un acide aminé essentiel et sa conversion par 
hydroxylation en tyrosine est essentielle.  Cette hydroxylation nécessite la phénylalanine 
hydroxylase (PAH) produite par le foie.  Les souris Hnf1-/- présentent des niveaux 
d’expression de PAH indétectables et une accumulation de phénylalanine dans le plasma.  
La perte de Hnf1α entraîne un remodelage de la chromatine au niveau du promoteur du 
gène de la PAH par méthylation (Pontoglio et al, 1997). 
 
L’autre modèle murin disponible a été établi par l’équipe du Professeur Gonzalez, 
modèle dont notre laboratoire dispose.  Cette souris a été obtenue par recombinaison 
homologue permettant la délétion du premier exon codant pour 108 acides aminés de la 
région N-terminale de la protéine et de la portion 5’ du premier intron.  Chez ces souris 
mutantes, on note également une organomégalie hépatique de l’ordre de 50% par rapport 
aux animaux contrôles.  Des analyses biochimiques confortent ce dysfonctionnement 
hépatique avec une augmentation importante de certaines enzymes hépatiques dans le 
sérum des souris Hnf1α-/-, telles que l’aspartate aminotransférase et l’alanine 
aminotransférase.  Les hépatocytes présentent également une hypertrophie à 5 semaines de 
vie postnatale, suivi d’une dégénération à 12 semaines.  Les hépatocytes présentent de 
grosses vacuoles et sont gorgés de glycogène (Lee et al, 1998). 
 
3.2 Les reins 
 
HNF1α est impliqué dans la régulation du gène codant pour la phosphoenolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK) (Cassuto et al, 1997).  On retrouvera aussi un rôle de HNF1α dans 
la régulation des gènes codant pour la transkétolase-like 1, l’alphagalactosidase, la kératine 
19 (Senkel et al, 2005), l’UDP-glucuronosyltransferase 1A3 et 1A4 (Gardner-Stephen et 
Mackenzie, 2007).  D’autres études révèlent que HNF1α transactive les gènes codant pour 
OAT1 (organic anion transporter 1), le cotransporteur SGLT2 (Freitas et al, 2008) ou 
encore un transporteur anionique (Saji et al, 2008), soit l’échangeur de chlore/proton ClC-5 





Au niveau des reins, les souris Hnf1α-/- générées par l’équipe de Pontoglio souffrent 
d’une réduction importante de la réabsorption de certains métabolites comme l’arginine, le 
phosphate et le glucose.  Ces souris présentent une polyurie et une polydipsie, symptômes 
retrouvés chez les patients atteints de diabète de type 2 (Pontoglio et al, 1996; Pontoglio et 
al, 2000; Pontoglio et al, 1998).  Les niveaux d’expression du cotransporteur de glucose 
SGLT2 sont diminués chez les souris mutantes (Pontoglio et al, 2000). Selon ce même 
groupe, les souris seraient sujettes au Syndrome de Fanconi qui est une pathologie rénale se 
caractérisant par un dysfonctionnement de la fonction tubulaire proximale rénale et par un 
défaut de réabsorption entrainant une polyurie, une glycosurie, une fuite de phosphates, de 
citrates et d’acides aminés (Pontoglio et al, 1996). 
 
Dans le modèle murin mis au point par l’équipe de Gonzalez, les animaux Hnf1α-/- 
développent une hyperglycémie 2 semaines après la naissance et celle-ci est maintenue 
dans le temps.  De plus, la glycosurie est, elle aussi, augmentée de manière importante.  Ces 
souris mutantes ne présentent pas de dysfonctionnement rénal tel que révélé par les 
analyses biochimiques et histologiques (Lee et al, 1998). 
 
3.3 Le pancréas  
 
Le facteur de transcription HNF1α peut réguler les gènes en recrutant un 
coactivateur comme p300 sur le promoteur du gène codant pour GLUT2 (glucose 
transporter 2) (Ban et al, 2002).  Il a également été démontré que HNF1α intervenait dans 
la croissance des cellules β pancréatiques en régulant l’IGF-1 dans les cellules INS-1 (Yang 
et al, 2002).  Une étude datant du début des années 1990 relate que la protéine Hnf1α 
pouvait être produite dans les cellules HIT de hamster et que ce facteur de transcription 
pouvait alors transactiver le gène de rat Insulin 1 (Emens et al, 1992).  La suppression du 
facteur de transcription dans la lignée INS-1 amène également une diminution de la 
transcription du gène Ins1 (Wang et al, 1998).  La surexpression d’un mutant dominant-
négatif de HNF1α dans les cellules β pancréatiques modifie l’architecture des îlots, diminue 




diabète (Yamagata et al, 2002).  HNF1α et Neurogenine 3 peuvent également coopérer 
pour transactiver le gène Pax4 (Smith et al, 2003).  Il a également été démontré que HNF1α 
pouvait réguler négativement le gène codant pour l’hormone pancréatique amyline (Green 
et al, 2003). 
 
Au niveau pancréatique, les patients présentant des mutations du gène HNF1α, les 
patients MODY3, sont caractérisés par un défaut de sécrétion d’insuline.  Dans le cas des 
souris Hnf1-/-, on retrouve également ce problème de sécrétion d’insuline.  Des analyses 
par buvardage de type Northern ont démontré la présence du transcrit Ins1 chez les 
animaux mutants laissant supposer que cette hormone est tout de même produite.  Cette 
donnée n’est pas quantitative et ne permettait pas de voir si les niveaux d’expression du 
transcrit correspondant étaient clairement modulés.  In situ, des pancréas de souris mutantes 
perfusés avec du glucose montrent une altération de la réponse insulinique en présence de 
ce sucre (Pontoglio et al, 1998).  Cependant, chez les souris Hnf1α-/-, une dépolarisation de 
la membrane des cellules β pancréatiques, avec du KCL, permet la libération d’insuline en 
quantité comparable aux animaux contrôles renforçant ainsi le fait que ces cellules peuvent 
toujours produire de l’insuline et que l’hyperglycémie serait bien due à un défaut de 
sécrétion de l’insuline (Dukes et al, 1998). 
 
Dans le modèle d’étude établi par l’équipe de Gonzalez, les niveaux d’insuline des 
souris Hnf1α-/- sont détectables mais diminués d’environ 40% en comparaison aux souris 
contrôles.  Ces souris ayant subi un test de tolérance à l’insuline ne sont pas résistantes à 
l’insuline et il est intéressant de remarquer que les souris mutantes présentent une meilleure 
réponse au traitement à l’insuline que les souris contrôles ayant reçu la même quantité 
d’insuline.  Le pancréas des souris Hnf1α-/- est plus petit mais ne diffère pas au niveau de la 
structure histologique de celui des contrôles et ce, même au niveau des îlots de Langerhans 
(Lee et al, 1998).  Il a également été démontré, par des expériences d’immunofluorescence, 
que les souris mutantes présentaient des marquages d’insuline, de glucagon et de 
somatostatine comparables aux contrôles (Parrizas et al, 2001).  La réexpression de Hnf1α 
dans les cellules β pancréatiques des souris mutantes permet une augmentation des taux 




sanguin laissant supposer que la sensibilité à l’insuline des organes périphériques tels que le 




HNF1α est également présent au niveau de l’intestin et particulièrement exprimé 
dans l’épithélium (Lussier et al, 2010).  Plusieurs études relatent son implication dans la 
régulation de gènes intestinaux.  Il a été démontré que ce facteur de transcription permettait 
l’activation du gène codant pour l’aminopeptidase N dans les cellules intestinales Caco-2 
(Olsen et al, 1994).  HNF1α et son partenaire HNF1β transactivent le gène de la sucrase-
isomaltase (Boudreau et al, 2001; Wu et al, 1994).  HNF1α agit en synergie avec d’autres 
facteurs de transcription comme GATA-4 et Cdx2 pour activer la transcription du gène 
codant pour la sucrase-isomaltase (Boudreau et al, 2002).  HNF1α peut également 
transactiver les gènes codant pour la guanyline (Hochman et al, 1997), la lactase-
phlorizine-hydrolase (Mitchelmore et al, 2000; van Wering et al, 2002), le cotransporteur 
SGLT1 (Balakrishnan et al, 2008; Vayro et al, 2001), les UDP-glucuronosyltransferases 
1A8, 1A9, 1A10, 1A 6, 2B7 (Bock et Kohle, 2005; Gregory et al, 2006; Gregory et al, 
2004), la Fatty Acid Binding Protein FABP (Divine et al, 2004; Staloch et al, 2005) et la 
dipeptidyl-peptidase-4 (DPP4) (Gu et al, 2008).  HNF1α peut également réguler le 
microRNA-194 durant la différenciation des cellules épithéliales intestinales Caco-2 (Hino 
et al, 2008). 
 
Au sein de notre laboratoire, nous avons approfondi l’étude du rôle de HNF1α dans 
la physiologie intestinale épithéliale par l’utilisation du modèle établi par l’équipe de 
Gonzalez (Lussier et al, 2010).  Tout d’abord, nous avons observé que la perte de Hnf1α 
chez les souris adultes entraînait une intestinalomégalie.  Aussi, la taille des villosités 
diminue dans le jéjunum mais augmente dans l’iléon chez les souris mutantes.  Les cryptes 
connaissent un allongement et une augmentation importante du processus de fission 
cryptale.  Ce phénomène est connu pour se manifester durant les 3 premières semaines de 
vie après la naissance chez la souris pour diminuer par la suite progressivement (Wasan et 




activée au niveau de l’épithélium intestinal chez les souris adultes mutantes. 
 
La barrière intestinale des souris Hnf1α-/- se trouve également perturbée avec une 
augmentation de la perméabilité paracellulaire (Lussier et al, 2010).  On note également 
une diminution du transport ionique, de même qu’une diminution du transport entérique du 
glucose correspondant à une diminution des transcrits G6PC (glucose-6-phosphate 
transporter, catalytic subunit) et le glucose-6-phosphate (Lussier et al, 2010). 
 
Nous avons également rapporté un changement au niveau des différentes entités 
cellulaires constituant l’épithélium intestinal.  En effet, la perte de Hnf1α entraîne une 
dérégulation au niveau du devenir cellulaire de la lignée sécrétoire.  La proportion de 
cellules caliciformes est augmentée dans les cryptes du jéjunum des animaux Hnf1α-/- et 
diminuée dans les villosités de l’iléon.  Au niveau des cellules de Paneth, les souris 
mutantes présentent un marquage du lysozyme plus diffus.  Cependant, le nombre de 
cellules Paneth est significativement augmenté par rapport aux souris contrôles.  Cette 
dérégulation serait liée à un défaut de maturation des cellules de Paneth (Lussier et al, 
2010). 
 
Nous avons aussi observé des modifications au niveau d’une autre composante de la 
lignée sécrétoire, soit les cellules entéroendocrines.  Les marqueurs endocriniens tels que la 
somatostatine, le gastric inhibitory polypeptide diminuent alors que la ghréline est 
augmentée dans le jéjunum des animaux Hnf1α-/-.  Tel que mentionné auparavant, ces 
hormones interviennent dans l’homéostasie du glucose (Lussier et al, 2010). 
 
3.5 Autres anomalies rencontrées chez les souris Hnf1α-/- 
 
Les organes reproducteurs des souris mutantes sont atrophiés et les animaux sont 
stériles.  Ces souris Hnf1α-/- présentent un retard de croissance d’environ 50% en 
comparaison aux souris homozygotes Hnf1α+/+ et souris hétérozygotes Hnf1α+/-  et ce, 5 
semaines après la naissance.  Les animaux mutants sont caractérisés par une augmentation 




circulants de l’insulin-like growth factor I (IGF-I) laissant penser à une résistance à la GH 
(Lee et al, 1998). 
4 L’homéostasie du glucose et pathologies associées 
 
L’homéostasie peut être définie comme la capacité à conserver un équilibre de 
fonctionnement en dépit des contraintes extérieures.  On trouvera par exemple le contrôle 
de la glycémie, de la température corporelle, du métabolisme énergétique et du pH.  Chez 
l’homme adulte à jeun, la glycémie doit être comprise entre 4,4 et 5,6 mmol/L et est régulée 
par l’action d’hormones originaires de plusieurs organes tels que le foie, le pancréas, les 
reins, l’estomac et l’intestin. 
 
Le foie va traiter le glucose en le transformant en glycogène ou en lipides 
permettant ainsi son stockage et sa libération lorsque cela est nécessaire.  La synthèse du 
glycogène sera assurée par la glycogénogenèse.  À l’inverse, l’hydrolyse du glycogène sera 
réalisée lors de la glycogénolyse.  La néoglucogenèse servira quant à elle à la production de 
glucose à partir de composés non glucosidiques.  La lipogenèse sera utilisée pour générer 
des acides gras à partir de glucose et l’inverse sera réalisé par lipolyse. 
 
On retrouve au niveau du pancréas les cellules α qui produisent le glucagon, 
l’hormone hyperglycémiante en périphérie.  Aussi, les cellules β, majoritaires au centre de 
l’îlot pancréatique, synthétisent l’insuline qui est l’hormone hypoglycémiante.  Les cellules 
δ libèrent la somatostatine qui diminue la sécrétion de glucagon et d’insuline comme vu 
précédemment (Pan et Wright, 2011; Slack, 1995). 
 
Les reins vont jouer un rôle dans l’homéostasie du glucose notamment au moment 
de sa réabsorption.  Ainsi, le glucose produit dans l’urine primitive peut être réabsorbé 
activement vers le sang au niveau du tubule proximal. 
 
L’estomac et l’intestin jouent également un rôle dans le maintien de la glycémie en 




produire la leptine et la ghréline qui sont des régulateurs de la prise alimentaire d’une part 
et régulateurs de la glycémie par une action sur les cellules β pancréatiques pouvant 
influencer les quantités d’insuline circulante.  L’intestin produira aussi de la ghréline ainsi 
que les incrétines également acteurs de l’homéostasie du glucose (Dezaki, 2013; Raucci et 
al, 2013; Sato et al, 2012; Sobhani et al, 2000). 
 
Des déséquilibres de l’homéostasie du glucose peuvent subvenir et se traduire soit 
par une hypoglycémie ou par une hyperglycémie.  Dans ce dernier cas, on parlera de 
diabète sucré. 
 
Le diabète est défini par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme une 
maladie métabolique chronique incurable, caractérisée par une hyperglycémie non 
contrôlée, c’est-à-dire une concentration en glucose sanguine élevée.  L’association 
américaine du diabète attribue cette maladie à un défaut de sécrétion d’insuline, un défaut 
d’action de cette hormone ou les deux à la fois (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 
http://www.diabetes.org, consulté le 20 octobre 2013).  Cette hyperglycémie prolongée 
entraîne des dommages sur plusieurs organes notamment les yeux, les reins, le système 
nerveux, le cœur.  L’OMS estime que 347 millions de personnes sont diabétiques dans le 
monde.  En 2004, le nombre de décès associés au diabète avoisinait 3,4 millions de 
personnes, et plus de 80% des décès liés au diabète sont recensés dans les pays à revenu 
faible (Roglic et al, 2005).  Il existe plusieurs types de diabètes. 
 
4.1 Diabète de type 1 ou diabète insulino-dépendant ou juvénile 
 
Ce diabète représente environ 10% des personnes diabétiques.  Il est caractérisé par 
un défaut de sécrétion de l’hormone hypoglycémiante, l’insuline.  L’insuffisance de 
sécrétion d’insuline est liée à une maladie auto-immune qui détruit les cellules β des îlots 
de Langerhans du pancréas (Waldron-Lynch et Herold, 2011).  Ce diabète de type 1 
nécessite l’administration quotidienne d’insuline exogène pour réguler la glycémie.  
Cependant l’insulinothérapie n’est pas suffisante à long terme pour stopper l’évolution des 




sécrétant serait encore à ce jour la voie thérapeutique envisageable pour stopper la 
pathologie (Hatziavramidis et al, 2013).  Les symptômes de cette maladie sont une polyurie 
et une polydipsie élevées, une sensation de faim permanente, une perte de poids importante, 
une altération de la vision ainsi qu’une sensation de fatigue (AMERICAN DIABETES 
ASSOCIATION, http://www.diabetes.org/diabetes-basics/symptoms/, consulté le 20 
octobre 2013). 
 
4.2 Le diabète de type 2 ou diabète non insulino-dépendant ou mature 
 
Ce type de diabète représente 90% des diabétiques.  En 2010, le nombre de patients 
atteints du diabète de type 2 était de 285 millions et il est estimé que ce nombre devrait 
passer à 439 millions en 2030 et ainsi représenter 7,7% de la population mondiale âgée de 
20 à 79 ans (Chen et al, 2012).  Il est lié à deux anomalies indépendantes : une insulino-
résistance et une défaillance de la sécrétion d’insuline.  Les symptômes peuvent être les 
mêmes que pour le diabète de type 1, mais dans le diabète non insulino-dépendant on voit 
souvent chez les patients une surcharge pondérale donnant ainsi le nom de diabète gras.  Il 
existe des sous-types de diabète non insulino-dépendants, qui apparaissent chez le jeune 
avant 25 ans, à transmission autosomique dominante; ce sont les diabètes désignés Maturity 
Onset Diabetes of the Young (MODY) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 
http://www.diabetes.org/diabetes-basics/symptoms/, consulté le 20 octobre 2013). 
 
4.3 Diabète gestationnel 
 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé le diabète gestationnel est un trouble de 
la tolérance glucidique conduisant à une hyperglycémie de sévérité variable, débutant ou 
diagnostiqué pour la première fois pendant la grossesse.  Les besoins en insuline sont 
augmentés chez la femme enceinte.  Il touche de 3 à 5% des femmes enceintes (Ben-
Haroush et al, 2004).  Le diabète gestationnel est lié à une résistance à l’insuline et un 
défaut de sécrétion de l’insuline par les cellules β pancréatiques au cours de la grossesse.  




de développer un diabète non insulino-dépendant au cours de leur vie (Buchanan et al, 
2012). 
 
4.4 Les diabètes MODY 
 
Il a été démontré que des mutations au niveau de certains gènes chez l’homme pouvaient 
conduire à un sous-type de diabète sucré non insulinodépendant ou diabète de type 2, dont 
le symptôme premier est une hyperglycémie.  Le diabète de sous-type MODY est un 
diabète héréditaire ou familial à transmission autosomique dominante et dans lequel les 
symptômes apparaissent avant l’âge de 25 ans avec une hyperglycémie non 
insulinorésistante et/ou un défaut de sécrétion d’insuline (McDonald et Ellard, 2013).  La 
découverte des diabètes monogéniques s’est faite selon deux stratégies à la fin des années 
1980 et début des années 1990.  La première stratégie reposait sur l’étude de la séquence 
limitée à un groupe de gènes candidats susceptibles d’intervenir dans la synthèse ou la 
sécrétion de l’insuline, comme le gène codant pour la glucokinase par exemple (Stoffel et 
al, 1992).  La deuxième stratégie visait à étudier les séquences de tous les gènes chez les 
patients diabétiques et a ainsi permis une mise en évidence de gènes insoupçonnés pouvant 
intervenir dans le maintien de l’homéostasie du glucose comme certains facteurs de 
transcription (Klupa et al, 2012; Thanabalasingham et Owen, 2011). 
 
Les MODY représentent de 2 à 5% des diabètes de type 2.  Actuellement, on 
dénombre 11 sous-types MODY numérotés de 1 à 11.  Ces sous-types sont caractérisés par 
des mutations géniques parmi lesquels on retrouve le facteur de transcription HNF1α.  
Ainsi, MODY1 est associé à HNF4α (Bell et al, 1991; Fujiwara et al, 2013) ; MODY2 est 
associé à la GLUCOKINASE (Froguel et al, 1992; Shammas et al, 2013) ; MODY3 est 
associé à HNF1α (Galan et al, 2011; Menzel et al, 1995) ; MODY4 est associé à IPF1 
(Stoffers et al, 1997) ; MODY5 est associé à HNF1β (Fujimoto et al, 2007; Horikawa et al, 
1997) ; MODY6 est associé à NEUROD1 (Gu et al, 2010; Malecki et al, 1999) ; MODY7 à 
KLF11 (Lomberk et al, 2013; Neve et al, 2005) ; MODY8 est associé à CEL (Raeder et al, 
2006; Torsvik et al, 2014) ; MODY9 est associé à PAX4 (Jo et al, 2011; Plengvidhya et al, 




BLK (Borowiec et al, 2009). 
 
4.5 Le MODY3 
 
Dans le cas du MODY3, le plus commun des diabètes MODY, il a été rapporté de 
sévères anomalies d’insulinosécrétion avec une hyperglycémie très importante 
comparativement aux patients atteints de MODY1 ou de MODY2 (Byrne et al, 1996).  Les 
patients atteints de ce diabète monogénique présentent un syndrome polyuro-polydipsique 
franc (Hattersley, 1998; Menzel et al, 1998; Ostoft et al, 2014).  La physiopathologie du 
MODY3 demeure cependant encore mal connue. 
 
Environ 70 mutations ont été répertoriées pour le gène HNF1A (Ellard, 2000; 
McDonald et Ellard, 2013; Yamagata, 2003; Yamagata et al, 1996).  Ces mutations de 
nature non sens ou bien faux sens entraînent un changement du cadre de lecture.  Elles sont 
réparties dans les domaines de dimérisation, de liaison à l’ADN et de transactivation de 
HNF1α (Figure 6).  La mutation la plus répandue est certainement l’insertion d’une 
cytosine au niveau du codon 291 associé à l’exon 4 (Tanaka et al, 2000).  On parlera alors 
de la mutation P291fsinsC, aboutissant à la production d’une protéine tronquée (Yamagata 
et al, 1996).  Il a été démontré in vitro que certains mutants ont un effet dominant négatif 
perturbant alors la fonction de la protéine normale (Tanaka et al, 2000; Wang et al, 1998; 
Yoshiuchi et al, 1999).  Cela expliquerait la raison pour laquelle, chez l’homme, 
l’hétérozygotie pour la mutation est associée à une hyperglycémie.  Les souris 
hétérozygotes pour l’allèle, les souris Hnf1α+/-, ne présentent pas d’hyperglycémie (Lee et 







Figure 6 : Localisation des mutations du gène humain HNF1 
 
Le traitement du MODY3 a été effectué premièrement par l’utilisation de composés 
chimiques sulfonylurés encore appelés sulfamides hypoglycémiants constitués d’un 
groupement sulfonyle relié à un groupement urée.  Ces sulfonylurés vont agir sur les 
cellules β pancréatiques en optimisant la fermeture des canaux K+/ATP-dépendants, 
entrainant une dépolarisation de la membrane plasmique puis une entrée de calcium dans la 
cellule par les canaux calciques, favorisant ainsi la sécrétion d’insuline.  Les sulfonylurés 
de première génération comme l’acétohexomide, le tolazamide ou le tolbutamide (Klupa et 
al, 2012) ont été remplacés par des composés plus puissants de deuxième génération tels 
que le glipizide et le glicazide (Hattersley et Pearson, 2006).  Certaines études relatent 
l’utilisation d’autres composés comme la metformine, un biguanide dont le mécanisme 
d’action n’est pas encore élucidé (Pearson et al, 2003).  Plus récemment d’autres voies 
thérapeutiques, pour traiter le MODY3, ont été explorées, notamment l’utilisation 
d’agonistes du récepteur au GLP-1 (Ostoft et al, 2014). 
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Cette hormone a été découverte à Toronto en 1922 par Banting et MacLeod, aidés 
par Best puis Collip (Banting et al, 1922).  L’insuline est une hormone polypeptidique de 
51 acides aminés avec un poids moléculaire de 5,8 kDa (Baumhueter et al, 1990; Brown et 
al, 1955).  L’insuline est codée par un seul gène chez les mammifères à l’exception du rat 
et de la souris qui comportent deux exemplaires alléliques (Melloul et al, 2002).  La 
molécule d’insuline peut se polymériser jusqu’à former des hexamères.  La formation 
d’hexamères requiert la participation d’atomes de zinc.  Le mécanisme menant à la 
production de l’insuline mature requiert plusieurs étapes.  L’ARNm donne tout d’abord la 
préproinsuline (11,5 kDa) qui est clivée en proinsuline comportant 3 chaînes : une chaîne A 
carboxy-terminale (21 acides aminés) et une chaîne B amino-terminale (30 acides aminés) 
toutes deux liées par le peptide C.  Cette proinsuline sera clivée par les furines libérant 
l’insuline d’une part et le peptide C (31 acides aminés d’un poids moléculaire d’environ 3 
kDa) d’autre part dont le rôle reste encore mal connu.  L’insuline va être sécrétée lors de 
l’augmentation de la glycémie, à la suite d’un repas par exemple.  D’autres stimuli comme 
la vue et le goût de la nourriture peuvent également initier la libération d’insuline.  Des 
stimuli potentialisateurs peuvent amplifier la sécrétion comme des substrats énergétiques, 
des hormones digestives, l’acétylcholine et des molécules à visées anti-diabétiques 
(Docherty et Clark, 1994; Ferrer et al, 1993; Gerich, 1993). 
 
5.1.1 Le mécanisme de libération de l’insuline par les cellules β pancréatiques 
 
Lors de l’augmentation de la glycémie, le glucose pénètre dans la cellule β 
pancréatique par diffusion, facilitée au niveau du transporteur non saturable GLUT2, chez 
les rongeurs et GLUT1 (glucose transporter 1), chez l’homme.  Il y a ainsi augmentation de 
la concentration de glucose dans la cellule (étape 1, Figure 7).  Le glucose subit alors une 
phosphorylation par l’intermédiaire de la glucokinase pour donner du glucose-6-phosphate.  
Ainsi phosphorylé, le glucose va subir la glycolyse et la respiration oxydative au niveau 
mitochondrial qui va entraîner l’augmentation du ratio ATP/ADP (étape 2, Figure 7) et cela 
aura pour effet d’induire la fermeture des canaux K+/ATP-dépendants (étape 3, Figure 7), 
entraînant ainsi une dépolarisation de la membrane plasmique des cellules β pancréatiques 




l’intermédiaire de canaux Ca2+/voltage dépendants (étape 5, Figure 7), cette augmentation 
de calcium intracellulaire aura a son tour pour effet de provoquer l’exocytose des vésicules 






Figure 7: Mécanisme de libération de l’insuline.  Cette illustration provient et a été 
adaptée de the Beta Cell Biology Consortium (www.betacell.org), fondé par NIDDK 










5. Ouverture canaux Ca2+/
voltage dépendants 
6. Libération insuline 


















5.1.2 Actions de l’insuline 
 
L’action principale de cette hormone est le stockage des sucres et des acides gras.  
Elle peut également intervenir dans la synthèse des protéines, la croissance, le 
développement et l’apoptose.  L’insuline va exercer ses actions par l’intermédiaire de 
récepteurs situés sur les cellules cibles de l’organisme incluant celles du foie (hépatocytes), 
du muscle (myocytes) et du tissu adipeux (adipocytes).  Les récepteurs à l’insuline 
appartiennent à la sous-famille des récepteurs tyrosine kinase (Ward et Lawrence, 2009).  
Le rôle premier de l’insuline va être de diminuer la concentration de glucose, des acides 
aminés et des acides gras dans le sang et de permettre leur stockage.  L’insuline va 
favoriser l’entrée de ces molécules dans les cellules et leur conversion en glycogène par la 
glycogénogenèse, protéines et triglycérides respectivement.  Dans la majorité des organes 
non-hépatiques, l’entrée de glucose est augmentée par une augmentation du nombre de 
transporteurs de glucose GLUTs en perpétuel renouvellement.  L’insuline peut favoriser 
l’augmentation du nombre de ces transporteurs et notamment GLUT4 au niveau de la 
membrane plasmique des cellules du muscle squelettique (Klip et al, 2014; Mann et al, 
2013; Wang et al, 1997; Watson et Pessin, 2001). 
 
L’insuline va pouvoir agir selon deux voies de signalisation.  La première est la voie 
de signalisation phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K) (Ahren et al, 2002; Guo, 2014).  
L’insuline va lier la portion extracellulaire de son récepteur, la sous-unité α, entrainant 
l’autophosphorylation du récepteur au niveau de sa sous-unité β et des IRS (insulin receptor 
substrate).  Cela permet le recrutement de la PI3K constitué de 2 sous-unités : p85 sous-
unité régulatrice et p110 sous-unité catalytique. PI3K phosphoryle à son tour le 
phosphatidylinositol-3,4-biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 
(PIP3).  PIP3 recrute la sérine/thréonine kinase Akt à proximité de la membrane plasmique 
où alors elle est phosphorylée par PDK1 (phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1).  Akt 
phosphorylera d’autres molécules cytoplasmiques jouant différents rôles comme la 
synthèse protéique par la voie mTOR (mammalian target of rapamycin) (Dreyer et al, 
2009), l’apoptose (Franke et al, 1997), la réparation de l’ADN, le cycle cellulaire et la 





L’insuline peut également activer la voie des MAPKinases (mitogen-activated 
protein kinases) (Boulton et al, 1991; Cobb et al, 1991).  Les MAPkinases sont des kinases 
qui phosphorylent les protéines MAP (Gehart et al, 2010).  L’insuline se lie à son récepteur, 
ce qui provoque la phosphorylation du domaine cytosolique du récepteur et de l’IRS.  Les 
groupes phosphotyrosines de l’IRS se lient aux domaines SH2 de GRB2, qui se fixe à son 
tour à Sos pour obtenir la forme activée de Ras, Ras-GTP.  Ainsi activée la protéine Ras 
initie l’activation la cascade des kinases (Gehart et al, 2010).  Ras se lie alors au domaine 
N-terminal de Raf permettant l’activation de ce dernier.  Raf activera MEK1 qui activera à 
son tour ERK1 et ERK2.  ERK1/2 transloqueront au noyau permettant la phosphorylation 
de facteurs de transcription qui agiront sur la prolifération et la différenciation cellulaire 
(Boulton et al, 1991; Cobb et al, 1991; Gehart et al, 2010; Moodie et al, 1993; Ray et 
Sturgill, 1987; Vojtek et al, 1993; Warne et al, 1993). 
 
5.2 Le glucagon 
 
Le glucagon est un peptide monocaténaire de 29 acides aminés pour un poids 
moléculaire de 3,5 kDa produit par les cellules α pancréatiques (Edgerton et Cherrington, 
2011; Gromada et al, 2007).  L’ARNm est traduit en préproglucagon et transféré dans le 
réticulum endoplasmique pour subir une série de clivages donnant le proglucagon.  Ce 
dernier sera à son tour clivé et donnera selon les enzymes présentes dans les cellules le 
glucagon, la glicentine ou les GLP-1 et GLP-2 qui joueront, comme nous le verrons plus 
tard, un rôle dans l’homéostasie du glucose (Jespersen et al, 2013; Jiang et Zhang, 2003; 
Quesada et al, 2008).  La prohormone convertase 2 (PC2), responsable du clivage donnant 
le glucagon, n’est retrouvée que dans les cellules α pancréatiques.  Les cellules L de 
l’intestin contiennent la prohormone convertase PC1 qui permettra d’obtenir GLP-1 et 
GLP-2.  
 
Chez un sujet sain, le glucagon est sécrété en réponse à un état hypoglycémique. 
Lors d’une hyperglycémie, la production et la sécrétion de glucagon seront freinées.  Le 




Il diminue la glycogenèse.  Le glucagon inhibe la glycolyse.  Il stimule la néoglucogenèse, 
la cétogenèse hépatique ainsi que la production d’insuline (Quesada et al, 2008). 
 
La sécrétion de glucagon par les cellules α pancréatiques est glucose-dépendante.  
Le glucose sera incorporé au niveau des cellules par l’intermédiaire d’un transporteur 
SLC2A1 (solute carrier 2 (facilated glucose transporter), member1).  Lors d’une 
hypoglycémie, peu de glucose entre dans la cellule, le ratio ATP/ADP reste bas et permet le 
maintien de l’ouverture des canaux K+/ATP-dépendants.  La dépolarisation de la membrane 
plasmique est alors telle, qu’elle permet l’ouverture des canaux Ca2+ /voltage-dépendants et 
Na+/voltage-dépendants.  L’entrée de Ca2+ permettra l’exocytose des granules de sécrétion 
contenant les molécules de glucagon.  Lors d’une hyperglycémie, le ratio ATP/ADP 
augmentera bloquant ainsi les canaux K+/ATP-dépendants et la dépolarisation de la 
membrane plasmique suivie d’une inactivation des différents canaux voltage dépendants.  
L’activité électrique sera donc abolie et cela aura pour effet d’inhiber l’entrée de Ca2+ dans 
la cellule et, par conséquent, la libération de glucagon dans la circulation sanguine 
(Gromada et al, 1997). 
 
5.3 Les incrétines 
 
Les incrétines sont des hormones gastro-intestinales qui stimuleront la sécrétion 
d’insuline en réponse à une augmentation de la glycémie.  Elles sont au nombre de 2 : le 
GIP pour gastric inhibitory polypeptide ou glucose-dependent insulinotropic polypeptide, 
et le GLP1 pour glucagon-like peptide 1 (Yabe et Seino, 2013). 
 
5.3.1 Le GIP 
 
Première incrétine découverte en 1971, le GIP est un peptide de 42 acides aminés 
dérivant du proGIP après l’action de la prohormone convertase PC1/3 (Fehmann et Goke, 




aminés inter-espèce.  GIP est synthétisé et sécrété par les cellules K de l’intestin grêle et de 
manière graduellement décroissante du duodénum vers l’iléon (Buffa et al, 1975). 
 
La sécrétion de GIP par les cellules K est régulée par les taux de glucose circulant et 
par la prise alimentaire.  L’administration orale de glucose agit de manière dose dépendante 
sur la sécrétion de GIP.  Plus la concentration en glucose administrée est grande, plus la 
sécrétion de GIP sera importante (Schirra et al, 1996).  La sécrétion de GIP peut également 
être activée par d’autres molécules comme le sucrose, le galactose et le fructose, alors que 
le mannose n’a aucun effet (Calanna et al, 2013b; Flatt et al, 1989). 
 
Les mécanismes régissant la sécrétion du GIP sont peu connus mais tout comme la 
sécrétion d’insuline, celle-ci implique une augmentation de la concentration en ions Ca2+ 
permettant l’exocytose des granules de sécrétion contenant le GIP.  Les cellules K sont des 
cellules entéroendocrines avec un pôle apical ouvert sur la lumière intestinale, donc au 
contact du bol alimentaire.  Des récepteurs TR, pour taste receptor, pourraient jouer le rôle 
de senseur et permettraient d’affiner la réponse de la cellule K en fonction des 
concentrations en sucres (Egan et Margolskee, 2008; Martinez-Rodriguez et Gil, 2012). 
 
Le GIP est dégradé par la dipeptidyl-peptidase 4 (DPP4) soluble (Seino et Yabe, 
2013).  Les 2 premiers acides aminés à l’extrémité amino-terminale de GIP (1-42) sont 
clivés en 1 à 2 minutes chez les rongeurs et 5 à 7 minutes chez l’humain par la DPP4 
(Deacon et al, 2000).  Le produit en résultant est le GIP (3-42) qui est très instable dans la 
circulation. 
 
L’effet incrétine de GIP fait intervenir un récepteur spécifique, soit le GIPR pour 
glucose inhibitory polypeptide receptor (Maletti et al, 1984; Seino et Yabe, 2013; Yamada 
et al, 1995).  On retrouve des GIPRs exprimés à la surface des cellules α et β pancréatiques 
(Moens et al, 1996; Seino et Yabe, 2013), de même qu’au niveau du tractus intestinal, du 
tissu adipeux, du cœur, des testicules, de la trachée, de la rate, du thymus, de la thyroïde et 
des reins (McIntosh et al, 1996; Yip et al, 1998).  Les GIPRs sont des récepteurs couplés 




passages transmembranaires.  La partie carboxy-terminale intra-cytosolique s’associe avec 
la protéine Gs (Wheeler et al, 1999) qui active à son tour l’adénylate cyclase entrainant 
l’augmentation du messager secondaire AMPc, ce qui provoque l’activation de la PKA, 
point de départ d’autres cascades de signalisation pouvant concourir à l’exocytose des 
granules de sécrétion contenant l’insuline.  Il a été démontré également que GIP pouvait 
stimuler la voie des MAPK avec notamment la phosphorylation des kinases Erk1/2 pouvant 
concourir au contrôle de la prolifération des cellules  pancréatiques (Ehses et al, 2001; 
Ehses et al, 2002; Gomez et al, 2002).  Une autre voie a été mise en évidence et résiderait 
dans l’interaction de l’AMPc avec la protéine AMPc-GEF pour constituer un complexe 
stimulant alors l’activité d’une protéine G, Rab3 jouant un rôle dans la libération des 
granules d’insuline (Ozaki et al, 2000). 
 
 
Au niveau des îlots de Langerhans, le GIP permet donc d’augmenter la sécrétion 
d’insuline mais aussi sa synthèse, de même que l’expression de la glucokinase et de 
GLUT2.  GIP augmente aussi la sécrétion de glucagon et de somatostatine, la prolifération 
des cellules β pancréatiques et diminue leur apoptose.  GIP diminue les sécrétions acides de 
l’estomac ainsi que la production de glucose au niveau du foie (Kim et Egan, 2008; Tan et 
Bloom, 2013).  Au niveau extrapancréatique GIP a des effets anaboliques sur le tissu 
adipeux en stimulant l’import de glucose, la synthèse d’acides gras, la lipogenèse et en 
inhibant la lipolyse (Tan et Bloom, 2013; Vella et Rizza, 2004). 
 
Il existe des modèles animaux pour étudier les rôles de l’hormone GIP (Yabe et 
Seino, 2013).  Le gène Gipr a été invalidé chez la souris.  Ces souris mutantes présentent 
une glycémie à jeun identique aux souris contrôles.  De plus, l’administration de glucose 
par injection intrapéritonéale chez les souris mutantes résulte en une sécrétion normale de 
l’insuline (Kim et Egan, 2008).  Il a été observé que des îlots de Langerhans isolés de souris 
Gipr-/- ayant été stimulés avec du glucose ont une sécrétion d’insuline préservée (Miyawaki 
et al, 1999).  Si ces souris mutantes reçoivent oralement une solution de glucose, la 
tolérance au glucose est altérée, avec une réduction de près de 50% de la sécrétion 




circulants de l’autre incrétine, Glp-1, ne sont pas altérés dans les souris Gipr-/-, mais les 
îlots isolés de ces souris mutantes semblent avoir une meilleure réponse au Glp-1 (Pamir et 
al, 2003).  Aucune différence de prise alimentaire entre les souris mutantes et contrôles n’a 
été rapportée (Kim et Egan, 2008). 
 
De par son effet insulinotropique, des essais thérapeutiques ont été entrepris visant à 
utiliser des analogues du GIP pour le traitement du diabète de type 2.  En effet, la sécrétion 
d’insuline après une stimulation avec du glucose est augmentée par des infusions de GIP 
chez l’homme (Elahi et al, 1982).  L’effet incrétine de GIP sur les cellules β pancréatiques 
apparaît être dose-dépendant et s’ajoute à ceux des autres facteurs favorisant la sécrétion 
d’insuline comme le glucose, le GLP-1, l’arginine et le glibenclamide (Meier et Nauck, 
2004).  Par ailleurs, certaines études relatent que le GIP aurait un effet anti-apoptotique sur 
les cellules β pancréatiques (Trumper et al, 2002; Trumper et al, 2001).  Des essais ont été 
réalisés sur des souris hyperglycémiques ob/ob en administrant un analogue au GIP 
entrainant une amélioration de la régulation de la glycémie (Irwin et al, 2005). 
 
Malgré un certain intérêt thérapeutique, l’utilisation de GIP dans un traitement pour 
lutter contre le diabète de type 2 se heurte à plusieurs inconvénients.  Tout d’abord, la 
structure de ce peptide nécessite une injection intraveineuse ou sous-cutanée (Meier et 
Nauck, 2004).  La forme active de GIP est rapidement clivée par la DPP4 en moins de 5 
minutes.  Il a également été rapporté que l’effet incrétine de GIP était altéré dans le diabète 
sucré de type 2 (Nauck et al, 1993).  Des études relatent même une augmentation des taux 
circulants de GIP chez les patients atteints de diabète de type 2 (Theodorakis et al, 2004; 
Vollmer et al, 2008).  Pour certains, la perte de l’effet insulinotropique de GIP chez les 
diabétiques de type 2 serait due à une désensibilisation des GIPRs à la surface des cellules 
β pancréatiques (Tseng et al, 1996) ou encore, à une réduction de l’expression des GIPRs 
dans ces mêmes cellules (Holst et al, 1997; Zhou et al, 2007).  Une étude relate également 
que l’utilisation de GIP exogène pourrait occasionner une diminution de la tolérance au 





5.3.2 Le GLP-1  
 
Le GLP-1 provient de la même prohormone que le glucagon, soit le proglucagon de 
180 acides aminés, qui donnera également le GLP-2 (Yabe et Seino, 2011).  L’obtention de 
GLP-1 est permise par le clivage par la prohormone convertase PC1/3 (Zhu et al, 2002) que 
l’on retrouve dans les cellules L intestinales (Doyle et Egan, 2007; Taing et al, 2014; Yabe 
et Seino, 2011).  Bien que des traces de GLP-1 aient été retrouvées dans le cerveau, la 
majorité du GLP-1 trouve son origine au niveau de l’intestin grêle et du côlon en 
corrélation avec une grande quantité de cellules L situées dans l’iléon et le côlon (Eissele et 
al, 1992; Janssen et al, 2013). 
 
La sécrétion de GLP-1 intervient lors de la prise alimentaire (Baggio et Drucker, 
2007; Calanna et al, 2013a).  Les taux plasmatiques de GLP-1 augmentent rapidement 
après la prise alimentaire et ce, en 2 phases : la première s’étale de 5 à 15 minutes et la 
deuxième de 30 à 60 minutes après l’ingestion de nourriture (Herrmann et al, 1995).  Tout 
comme les cellules K, les cellules L sont en contact direct avec la lumière intestinale 
permettant ainsi à des TR de « percevoir » le contenu en sucres ou en lipides.  Le signal 
sera relayé par une cascade d’activation permettant la libération des granules de sécrétion 
contenant le GLP-1 dans la circulation sanguine (Komatsu et al, 2013).  Hormis les 
nutriments, des hormones comme l’insuline et la leptine peuvent stimuler la sécrétion de 
GLP-1 (Anini et Brubaker, 2003; Lim et al, 2009).  La sécrétion de GLP-1 peut être inhibée 
par la somatostatine (Chisholm et Greenberg, 2002).  Des acides gras peuvent également 
stimuler la libération de GLP-1 en se liant à des  récepteurs couplés aux protéines 
G  comme GPR120, GPR119 et GPR40 (Chu et al, 2008; Edfalk et al, 2008; Hirasawa et 
al, 2005). 
 
La dégradation du GLP-1 se fait en quelques minutes, après sa sécrétion, par la 
DPP4 qui vient cliver les 2 premiers acides aminés, une histidine suivie d’une alanine.  Il en 
résulte un peptide qui n’a plus de propriété insulinotropique (Hansen et al, 1999) et qui sera 





L’effet incrétine du GLP-1 fait intervenir les récepteurs GLP-1R pour glucagon-like 
peptide 1 receptor (Ishii et al, 2011).  Ces récepteurs heptahélicaux sont exprimés au 
niveau du pancréas, notamment des cellules β, au niveau du rein, du poumon, du cœur, du 
tractus gastrointestinal, de la peau et de l’hypothalamus (Janssen et al, 2013; Kim et Egan, 
2008).  Il est important de signaler que la localisation de l’expression de ce récepteur au 
sein de différents tissus est très controversée actuellement en raison des outils mis à 
disposition pour mettre en évidence l’expression de GLP-1R comme les anticorps, les 
techniques et traitements histologiques des différents tissus (Broide et al, 2013; Michel et 
al, 2009; Panjwani et al, 2013; Pyke et al, 2014; Pyke et Knudsen, 2013).  Ainsi le foie a 
été dans un premier temps décrit comme un organe exprimant GLP-1R et cela a été remis 
en cause récemment (Panjwani et al, 2013; Pyke et al, 2014).  Des variations d’expression 
du récepteur ont également été mises en évidence entre les espèces (Korner et al, 2007; 
Madsen et al, 2012; Tornehave et al, 2008)  Comme les GIPRs, les GLP-1Rs sont des 
récepteurs couplés aux protéines G avec une portion amino-terminale reconnue par 
l’hormone, un domaine transmembranaire et un domaine carboxy-terminal cytosolique 
permettant le couplage avec des protéines G comme Gαq, Gα0 et Gαi (Hallbrink et al, 
2001).  Il y aura alors activation de l’adénylate cyclase, entraînant la production d’AMPc 
(Thorens et al, 1993).  Tout comme pour la voie de signalisation faisant intervenir GIP, une 
voie dépendante de l’AMPc activera la protéine kinase A et une autre voie pourra impliquer 
l’interaction avec la protéine AMPc-GEF stimulant l’activité de Rab3 qui agira alors sur la 
libération de l’insuline (Ozaki et al, 2000).  Il a également été démontré que la voie de 
l’AMPc pouvait activer la voies des MAPK, qui permettra la phosphorylation des kinases 
Erk1/2 participant au contrôle de la prolifération des cellules  pancréatiques (Ehses et al, 
2001; Ehses et al, 2002; Gomez et al, 2002). 
 
Au niveau du pancréas, GLP-1 va augmenter la sécrétion d’insuline mais aussi sa 
synthèse, l’expression également de la glucokinase, diminuer la sécrétion de glucagon, 
augmenter la sécrétion de somatostatine, augmenter la prolifération des cellules β et 
diminuer leur apoptose (Ding et al, 2011; Drucker, 2013; Farilla et al, 2003; Ishii et al, 
2011; Komatsu et al, 2013; Lamont et Andrikopoulos, 2014; Lund et al, 2014).  Les 2 




de l’apoptose des cellules β pancréatiques présentent un intérêt thérapeutique pour lutter 
contre le diabète de type 2.  En effet, il a été démontré que dans ce type de diabète il y avait 
une diminution de la masse des cellules β pancréatiques et une augmentation des marqueurs 
apoptotiques (Brubaker, 2010; Butler et al, 2003).  Des auteurs ont démontré que GLP-1 
avait pour effet d’accroitre la prolifération des cellules β pancréatiques chez les rongeurs 
(Brubaker et Drucker, 2004; Perfetti et al, 2000; Rolin et al, 2002; Stoffers et al, 2000).  
Bien que ces découvertes soient prometteuses chez les rongeurs, chez l’humain nous ne 
disposons pas encore de données permettant d’établir un consensus.  En ce qui concerne 
l’effet inhibiteur du GLP-1 sur l’apoptose des cellules β pancréatiques, une étude révèle 
que le traitement avec cette incrétine peut permettre l’inhibition de l’apoptose et une 
meilleure réponse vis à vis du glucose sur des pancréas isolés humains (Farilla et al, 2003).  
Néanmoins, à l’heure actuelle les données sont insuffisantes in vivo pour conclure quant à 
l’effet antiapoptotique de GLP-1 sur les cellules β pancréatiques. 
 
 Au niveau de l’estomac, cette hormone diminuera la vidange gastrique, la motilité 
ainsi que les sécrétions acides (Shah et Vella, 2014).  Le GLP-1 a également une action 
anorexigénique : il va augmenter la sensation de satiété et diminuer la prise alimentaire 
(van Bloemendaal et al, 2014; Verdich et al, 2001).  Au niveau du muscle, il stimulera 
l’entrée et le stockage du glucose et diminuera la production de glucose au niveau du foie 
(Kim et Egan, 2008). 
 
Les premières études mettant en évidence le rôle du GLP-1 endogène dans la 
sécrétion d’insuline après stimulation par le glucose ont été menées par immuno-
neutralisation en utilisant un anticorps dirigé contre le GLP-1 ou l’antagoniste Ex-9-39.  
Ces études révèlent une augmentation de la glycémie à jeun de même qu’une diminution de 
la sécrétion d’insuline après stimulation par administration de glucose.  Cette diminution 
est associée avec une perte de l’effet incrétine de l’ordre de 50 à 70% en utilisant 
l’antagoniste EX-9-39 (Baggio et al, 2000; Edwards et al, 1999; Kolligs et al, 1995; Schirra 
et al, 2006).  Les souris mutantes pour Glp-1r présentent une hyperglycémie modérée à 
jeun et une augmentation de la concentration en glucose sanguine après administration 




niveaux d’insuline sécrétés en réponse aux stimuli glycémiques.  Ces souris mutantes ont 
un poids, une prise alimentaire et des taux de glucagon comparables aux souris contrôles 
(Scrocchi et al, 1996; Scrocchi et al, 1998).  Des essais réalisés sur des îlots de Langerhans 
isolés de souris Glp-1r-/- et stimulés avec du glucose présentent une réponse sécrétoire 
d’insuline préservée (Flamez et al, 1998).  Cela permettrait d’avancer que la signalisation 
faisant intervenir les GLP-1R n’est pas requise pour la réponse des cellules β pancréatiques 
à une stimulation par le glucose.  De plus, les taux de Gip circulants sont augmentés chez 
les souris mutantes Glp-1r laissant ainsi penser à une compensation par cette incrétine 
(Pederson et al, 1998). 
 
La génération d’un modèle murin dont l’expression des deux types de récepteurs 
Gipr et Glp-1r est abrogée a été effectuée afin de mesurer l’hypothèse qu’une compensation 
puisse s’opérer lors de la perte de fonction de l’un ou l’autre récepteur.  Ce modèle de 
double invalidation ne montre qu’une modeste perturbation de l’homéostasie du glucose, 
laissant ainsi entrevoir que d’autres mécanismes sont capables de compenser les actions de 
GIP et de GLP-1 (Hansotia et al, 2004; Preitner et al, 2004). 
 
Dans le diabète de type 2, des altérations dans la sécrétion de GLP-1 sont rapportées 
mais également critiquées quant à leur mode de prélèvement et de conservation.  En effet le 
GLP-1 se dégradant très rapidement, le suivi des modulations des taux de GLP-1 
demandent des précautions pour éviter la dégradation de l’hormone telles que l’emploi 
d’inhibiteurs de DPP4 et la manipulation au froid.  Une partie des études suggèrent une 
réduction postprandiale des taux de GLP-1 (Vilsboll et al, 2001) alors que d’autres 
rapportent une augmentation de GLP-1 chez les patients diabétiques de type 2 (Nauck et al, 
2004; Vollmer et al, 2008). 
 
L’effet incrétine de GLP-1 dans le diabète sucré de type 2 est cependant conservé, 
contrairement au GIP, puisque des infusions de GLP-1 permettent un retour rapide à la 
glycémie normale, augmentant la sécrétion d’insuline et diminuant celle du glucagon 
(Gutniak et al, 1992; Holst et Gromada, 2004; Nauck et al, 1993).  Des études chez 




diabétiques.  Des composés agonistes du récepteur au GLP-1R sont disponibles pour traiter 
le diabète de type 2.  Le premier agoniste du GLP-1R a être mis sur le marché fut 
l’exenatide en 2005 aux États-Unis et en 2007 en Europe, puis ce fut au tour du liraglutide, 
en 2009 en Europe et 2010 aux Etats-Unis (Baruah et al, 2012; Lund et al, 2014).  
Dernièrement, en Europe en 2013, le lixisenatide fut proposé pour le traitement du diabète 
de type 2 (Lund et al, 2014; Rigato et Fadini, 2014).  D’autres agonistes du GLP-1R sont 
en essais cliniques comme l’albiglutide, le dulaglutide, le taspoglutide et le sémaglutide 
(Lorenz et al, 2013; Woodward et Anderson, 2014). 
 
5.4 La DPP4 
 
La DPP4 est une aminoprotéase de 766 acides aminés exprimée dans de nombreux 
tissus, en particulier les glandes exocrines et les épithéliums absorbants.  Chez l’homme, on 
la trouve dans les bordures en brosse des cellules épithéliales de l’intestin grêle et du côlon, 
du rein, de la prostate et dans les hépatocytes du foie.  La DPP4 peut exister sous 2 formes 
principales : sous forme de protéine rattachée à la membrane plasmique avec un domaine 
extracellulaire qui catalyse l’activité enzymatique ou alors sous forme de protéine soluble 
conservant son activité catalytique (Drucker, 2006).  Cette enzyme catalyse le clivage de 
GIP et GLP-1 en molécules bio-inactives GIP (3-42) et GLP-1 (19-37) ou GLP-1 (19-36) 
(Juillerat-Jeanneret, 2014; Mentlein et al, 1993).  Les rats chez qui la protéine Dpp4 n’est 
pas produite montrent des taux élevés de Glp-1 et une tolérance au glucose (Mitani et al, 
2002).  Les souris chez qui Dpp4 a été invalidé présentent une augmentation de Glp-1 et de 
Gip circulants, une augmentation de la sécrétion d’insuline et une tolérance au glucose 
accrue (Marguet et al, 2000). 
 
Chez les diabétiques, les taux de DPP4 circulants sont équivalents aux sujets sains.  
L’utilisation d’inhibiteurs de DPP4 empêche la dégradation de GIP et de GLP-1 endogènes 
(Balkan et al, 1999; Deacon et al, 2002) et exogènes (Deacon et al, 1998).  Ainsi, en 
préservant les incrétines de la dégradation, il y a potentialisation des effets anti-
hyperglycémiques laissant entrevoir un moyen thérapeutique encourageant pour traiter les 




molécules inhibant la DPP4 sont disponibles sur le marché : le sitagliptin, le vildagliptin, le 
saxagliptin, le linagliptin, l’alogliptin et le gemigliptin (Augeri et al, 2005; Eckhardt et al, 
2007; Feng et al, 2007; Juillerat-Jeanneret, 2014; Kim et al, 2005; Verspohl, 2012; 
Villhauer et al, 2003; Yang et al, 2013). D’autres composés sont en phases d’essais 
cliniques : le dutogliptin, l’omarigliptin, le melogliptin, le tenegliptin, l’anaglitin, le 
gosogliptin, le carmegliptin et le TAK 100 (Akarte et al, 2012; Ervinna et al, 2013; Li et al, 
2012; Miyamoto et al, 2011) 
 
5.5 La leptine 
 
La leptine a été découverte en 1994 (Denver et al, 2011; Raucci et al, 2013; Zhang 
et al, 1994).  Le gène OBESE (OB) code pour la leptine constituée de 167 acides aminés 
avec une extrémité amino-terminale de 21 acides aminés permettant sa translocation dans 
les microsomes pour ensuite être excisée (Yadav et al, 2013).  La leptine circulant dans le 
sang est constituée de 146 acides aminés, soit environ 16 kDa. 
 
Les cellules produisant la majorité de la leptine sont les adipocytes de la graisse 
blanche.  La graisse brune produit également de la leptine (Moinat et al, 1995).  La leptine 
a aussi été détectée dans l’estomac des rats (Bado et al, 1998; Raucci et al, 2013; Sobhani 
et al, 2000).  De nouvelles études rapportent la présence de leptine dans le muscle 
squelettique, l’hypophyse et les cellules épithéliales mammaires (Margetic et al, 2002). 
 
Les niveaux d’expression du transcrit OB dans la graisse blanche sont fortement 
augmentés chez les patients obèses (Considine et al, 1996; Gautron et Elmquist, 2011; 
Maffei et al, 1995).  La sécrétion de leptine par les cellules adipeuses, plus volumineuses et 
plus nombreuses chez les sujets obèses, est augmentée comparativement aux sujets sains 
(Fried et al, 2000; Lonnqvist et al, 1997).  D’autres facteurs peuvent augmenter la synthèse 
de la leptine : la suralimentation, l’insuline, le glucose, les glucocorticoïdes, le TNF-α 
(tumor necrosis factor alpha), l’endotoxine, les estrogènes, l’interleukine-1 et l’alcool.  Les 
femmes présentent des taux de leptine circulante plus élevés que les hommes (Licinio et al, 




(Casabiell et al, 1998).  In vitro, l’ajout d’insuline augmente les niveaux d’expression du 
transcrit de la leptine (Russell et al, 1998).  A l’inverse, des facteurs peuvent diminuer la 
synthèse de la leptine : le jeûne, la somatostatine, l’AMPc, la GH, l’exposition au froid et la 
fumée de cigarette (Margetic et al, 2002; Yadav et al, 2013).  
 
Le récepteur de la leptine, Ob-R, a été identifié en 1995 (Tartaglia et al, 1995; 
Tucholski et Otto-Buczkowska, 2011).  C’est un récepteur appartenant à la famille des 
récepteurs des cytokines de classe I.  Il existe 6 isoformes du récepteur à la leptine : Ob-Ra, 
Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re et Ob-Rf.  L’isoforme longue, Ob-Rb, de 302 acides aminés 
comporte des motifs peptidiques nécessaires à l’activation de signaux de transduction et est 
présent au niveau des cellules β pancréatiques (Dunmore et Brown, 2013; Holz et al, 2013; 
Lee et al, 1996).  L’isoforme Ob-Ra, courte, apparaît comme un transporteur de la leptine 
dans le sang.  Ces récepteurs sont retrouvés au niveau du foie, du cœur, des reins, du 
poumon, de l’intestin grêle, des testicules, des ovaires, de la rate, du tissu adipeux et de 
l’hypothalamus (Margetic et al, 2002).  Il existe également une forme circulante qui se 
comporte comme une protéine de transport de la leptine.  Ces récepteurs transmettent 
l’information hormonale en se liant à des tyrosine-kinases qui, elles-mêmes, phosphorylent 
et activent des facteurs transcriptionnels cytoplasmiques, telles les protéines STATs (signal 
transducer and activator of transcription), ainsi la liaison de la leptine à son récepteur peut 
stimuler la phosphorylation de STAT1, STAT3 et STAT5 in vitro et de STAT3 in vivo 
(Harvey et Ashford, 2003).  Une fois la leptine liée à son récepteur, la voie des janus 
kinases-signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT) est activée.  OB-
Rb possède deux motifs, Box1 et Box2, qui interagissent classiquement avec les protéines 
JAK.  L’isoforme Ob-Rb possède également un site Box3 permettant la liaison de STAT3 
(Babon et Nicola, 2012).  La leptine induit la phosphorylation des protéines JAK2.  
L’activation de JAK2 engendre la phosphorylation des IRS qui activent les 
phosphatidylinositol-3 kinases (Babon et Nicola, 2012; Kellerer et al, 1997).  De plus, 
l’activation du récepteur Ob-R permet la stimulation des voies de signalisation PI3K et 
MAPK.  La leptine peut également activer la voie des MAPK : la leptine peut activer deux 
classes de MAPK : ERK et JNK-SAPK (Bouloumie et al, 1998; Bouloumie et al, 1999; 





Le rôle premier de la leptine va être de diminuer l’appétit et de stimuler le 
métabolisme (Sobrino Crespo et al, 2014).  Cette hormone va engendrer la perte de poids.  
Au niveau de l’hypothalamus, elle agira comme un antagoniste du neuropeptide Y (NPY), 
responsable de la sensation de faim (Stark et al, 2013).  La leptine diminue alors la prise 
alimentaire et augmente les dépenses énergétiques, notamment grâce à une augmentation de 
la thermogenèse.  La leptine stimule la synthèse et la sécrétion de la proopiomelanocortine 
(POMC) et du cocaine and amphetamine-regulated transcript (CART) qui ont des 
propriétés anorexigéniques (Aguilar et al, 2011).  La leptine influence la reproduction, la 
fertilité et la puberté (Elias et Purohit, 2013).  L’administration de leptine corrige les 
anomalies métaboliques des patients lipodystrophiques comme le diabète, la dyslipidémie 
et la stéatose hépatique (Gautron et Elmquist, 2011; Petersen et al, 2002) 
 
Il existe une relation entre la leptine et l’insuline, deux acteurs essentiels du 
métabolisme énergétique.  Tout d’abord, l’insuline joue un rôle dans la synthèse de la 
leptine (Barr et al, 1997; Tsai et al, 2012).  L’hyperinsulinémie augmente les taux de 
leptine circulants (Utriainen et al, 1996).  À l’inverse, une hypoinsulinémie diminuera les 
taux de leptine circulants (Havel et al, 1998).  La leptine influence la sécrétion d’insuline 
mais deux écoles s’affrontent.  On retrouve à la surface des cellules β pancréatiques 
humaines et murines la forme longue du récepteur à la leptine (Holz et al, 2013; Seufert, 
2004; Seufert et al, 1999a; Seufert et al, 1999b).  Certains prônent une action inhibitrice de 
la leptine sur la sécrétion d’insuline (Fehmann et al, 1997; Fu et al, 2013; Holz et al, 2013; 
Poitout et al, 1998; Seufert, 2004), d’autres, au contraire, voient une action stimulatrice 
(Ceddia et al, 1999).  Néanmoins, l’effet physiologique majeur semble être l’inhibition de 
la synthèse et de la sécrétion de l’insuline.  Il a été démontré qu’une carence en leptine 
entrainait une hyperinsulinémie (Montague et al, 1997).  Comme nous l’avons 
précédemment vu, la sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques fait intervenir des 
canaux KATP.  La leptine, quant à elle, par sa liaison à son récepteur Ob-Rb, augmente 
l’activité des canaux KATP suite à une stimulation de l’AMPK (Holz et al, 2013).  Il a été 
documenté, chez des souris dépourvues du récepteur Ob-Rb à la surface des cellules β 




glucose étaient altérées (Tuduri et al, 2013).  Récemment, une étude révèle que 
l’administration de leptine à faibles doses permet de diminuer le nombre d’îlots 
pancréatiques transplantés pour rétablir la glycémie chez des souris diabétiques (Denroche 
et al, 2013).  La leptine serait ainsi un régulateur négatif de la production d’insuline aidant 
à la prévention de l’accumulation de triglycérides.  Par ailleurs, l’insuline apparaissant 
comme un stimulateur de la production de leptine, l’interaction de ces deux hormones est 
essentielle dans l’axe adipo-insulinaire. 
 
De forts taux de leptine ont été rapportés chez des patients obèses atteints de diabète 
de type 2 (Segal et al, 1996).  Pour certains, il existe un lien entre l’hyperleptinémie et 
l’insulinorésistance (Li et al, 2013).  Cette adipokine régule la sensibilité à l’insuline par 
l’intermédiaire de la voie PI3K (Steppan et al, 2001).  La leptine jouerait aussi un rôle sur 
les niveaux de GH et d’IGF1 circulants, en diminuant ces derniers (Liu et al, 2009). 
 
Les souris où le gène Obese a été invalidé (les souris ob/ob) développent une 
obésité et une hyperinsulinémie dans les deux semaines suivant la naissance, puis une 
hyperglycémie à quatre semaines (Lindstrom, 2007).  Cette hyperglycémie est liée à 
l’instauration d’une résistance à l’insuline (Lindstrom, 2007). 
 
5.6 La ghréline 
 
La ghréline est une hormone de 28 acides aminés, isolée la première fois dans un 
estomac de rat (Delporte, 2013; Kojima et al, 1999) en tant que ligand endogène du 
récepteur sécrétagogue de l’hormone de croissance GHSR1a (Howard et al, 1996).  Ce 
peptide peut être présent sous deux formes : d’une forme acylée, bioactive, qui réside dans 
l’ajout en amino-terminal sur la sérine en position 3 d’un groupement acyl (Kojima et al, 
1999; Sato et al, 2012) par une enzyme nommée ghrelin O-acyl transferase (Maletti et al) 
(Gutierrez et al, 2008; Kirchner et al, 2009; Maletti et al, 1984; Taylor et al, 2012) et d’une 





Cette hormone provient d’un précurseur de 117 acides aminés, la préproghréline qui 
une fois clivée, donnera la proghréline de 94 acides aminés qui subira à son tour l’action de 
la prohormone convertase 1/3 pour donner la ghréline de 28 acides aminés (Delporte, 2013; 
Romero et al, 2010).  La ghréline est produite par l’estomac, l’intestin, le pancréas, les 
reins, les testicules, les poumons, le cerveau, le cœur tout comme la GOAT, nécessaire à 
son acylation donc à son activation (Dezaki et al, 2008; Sato et al, 2012; Yang et al, 2008). 
 
La sécrétion de ghréline se fait par les cellules P/D1 au niveau de l’estomac et de 
l’intestin mais également par les cellules ε du pancréas (Andralojc et al, 2009; Arnes et al, 
2012; Assmann et al, 2009; Heller et al, 2005; Raghay et al, 2013; Wierup et al, 2014).  
Cependant, le nombre de cellules ε décroît de façon importante chez l’adulte (Wierup et al, 
2014; Wierup et al, 2002; Wierup et al, 2004).  Il est à noter qu’au niveau pancréatique, des 
études relatent une expression de ghréline dans les cellules α pancréatiques (Date et al, 
2002). 
 
Les taux plasmatiques de ghréline varient en fonction des repas.  Ainsi, juste avant 
chaque repas, les taux circulants de l’hormone augmentent de près de 2 fois, puis se 
normalisent une heure après le repas (Cummings et al, 2001; Pradhan et al, 2013).  La nette 
augmentation de ghréline active circulante avant chaque repas et la chute après les repas 
supporte une implication de la ghréline dans la prise alimentaire.  C’est donc une hormone 
orexigénique. 
 
Les mécanismes qui régissent la sécrétion de la ghréline restent encore mal définis 
hormis le fait qu’elle serait rythmée par la prise alimentaire.  L’hypothèse selon laquelle la 
libération de ghréline obéirait à une action mécanique, notamment par la distension de 
l’estomac, a été infirmée par des expériences dans lesquelles l’estomac était rempli d’eau 
ou avec des infusions de nutriments.  La sécrétion de ghréline serait plutôt liée à la 
composition en carbohydrates du bol alimentaire (Williams et al, 2003). 
 
Le récepteur à la ghréline GHSR1a est un récepteur couplé aux protéines G.  Il est 




le cœur, les poumons, les reins, le pancréas, l’estomac, l’intestin grêle, le côlon, le tissu 
adipeux et les cellules immunitaires (Gahete et al, 2014; Kojima et Kangawa, 2005).  Ceci 
suggère que la ghréline pourrait jouer plusieurs fonctions dans ces tissus. 
 
Ainsi, la ghréline joue un rôle dans la libération de l’hormone de croissance en la 
stimulant, augmente la libération de l’adrénocorticotrophine (ACTH), du cortisol, de la 
prolactine et diminue la sécrétion d’insuline.  La ghréline joue sur la régulation de l’appétit 
en augmentant la sensation de faim et par conséquent la prise alimentaire.  Elle augmente 
également la glycémie et l’adiposité.  Au niveau de l’estomac, la ghréline augmente les 
sécrétions acides, la motilité et le renouvellement de la muqueuse gastrique.  Au niveau 
cardiaque, cette hormone diminue la pression sanguine (Gahete et al, 2014; Kojima et 
Kangawa, 2005). 
 
La ghréline intervient dans l’homéostasie du glucose.  Des études chez les rongeurs 
et l’humain ont montré que la ghréline inhibe la sécrétion d’insuline (Broglio et al, 2001; 
Dezaki, 2013; Dezaki et al, 2004; Reimer et al, 2003).  Chez des souris mises à jeun, la 
veille, l’administration de ghréline exogène par injection intrapéritonéale a permis 
d’augmenter la glycémie dans les 30 minutes après injection (Dezaki et al, 2004). 
 
Les traitements avec des inhibiteurs du récepteur GHSR1a entrainent une 
augmentation de la sécrétion d’insuline et une diminution de la glycémie (Dezaki et al, 
2004).  Les mêmes observations ont été recueillies en utilisant des inhibiteurs de la GOAT 
(Barnett et al, 2010).  Dans ces études, on peut voir que l’effet hyperglycémique de la 
ghréline est aboli par l’utilisation d’un antagoniste du récepteur à cette hormone, le [D-
Lys3]-GHRP6, confirmant que l’action de la ghréline sur l’homéostasie du glucose se fait 
par l’intermédiaire de ce récepteur situé à la surface des cellules β pancréatiques.  Ainsi, le 
mécanisme proposé pour expliquer la signalisation initiée par la ghréline au niveau des 
cellules β pancréatiques est le suivant.  La ghréline se fixe sur son récepteur GHSR1a à la 
surface des cellules β.  Le récepteur GHSR1a, couplé aux protéines G, va utiliser la sous 
unité Gαi2 (Dezaki et al, 2007).  Il s’en suit l’ouverture des canaux K+/voltage dépendants 




empêchant ainsi l’entrée de Ca2+ par les canaux calciques.  La concentration en Ca2+ restant 
faible, elle ne permet pas l’exocytose des granules de sécrétion contenant l’insuline (Figure 




Figure 8 : Mécanismes d’action intracellulaires de la ghréline sur la cellule β 
pancréatique.  Adapté de (Dezaki et al, 2008) après obtention de l’autorisation par 
l’éditeur. 
 
Contrairement aux attentes liées aux rôles connus de la ghréline, les souris où le 
gène codant pour la ghréline a été invalidé présentent une taille et une croissance normale 
ainsi que des taux de GH normaux.  La composition corporelle, la densité osseuse, le poids, 
la prise alimentaire ainsi que les rythmes circadiens sont comparables aux souris contrôles 
(Sun et al, 2003; Wortley et al, 2004).  De plus, les souris mutantes mises à jeun présentent 
une diminution des taux de leptine et d’insuline circulants de façon comparable aux souris 






Les souris où le récepteur Ghsr1a n’est plus produit présentent, elles aussi, une 
croissance et un développement normal, et ne montrent pas de modulation de l’appétit ni de 
leur composition corporelle (Sun et al, 2004).  Les souris mutantes mises à jeun présentent 
une diminution des taux de leptine et d’insuline circulantes comparable aux souris 
contrôles.  Cependant, les taux d’IGF1 et la masse des souris mutantes sont diminués 
montrant l’implication de la ghréline dans l’anabolisme (Kojima et Kangawa, 2005; Sun et 
al, 2004).  Ces souris ont également un quotient respiratoire plus bas que les souris 
contrôles et leur activité locomotrice est également diminuée. 
 
Pour étudier le rôle de la ghréline et de son récepteur Ghsr dans l’instauration de 
l’obésité, des animaux contrôles et mutants soit pour le Ghsr ou la ghréline ont été nourris 
durant 10 semaines avec de la nourriture grasse.  Le gain de poids relatif n’est pas 
significativement différent entre les animaux mutants et contrôles respectifs (Albarran-
Zeckler et al, 2011; Sun et al, 2008).  L’invalidation de la ghréline ainsi que de son 
récepteur n’aide donc pas à prévenir l’obésité (Sun et al, 2008).  Les taux de ghréline totale 
et active sont réduits lorsque les animaux mutants sont nourris avec une alimentation grasse 
(Sun et al, 2008).  De plus, la glycémie n’est pas affectée chez les souris mutantes pour le 
Ghsr et nourries avec de la nourriture grasse.  Le jeun chez les animaux nourris avec de la 
nourriture régulière entraine une diminution de la glycémie et des taux d’insuline chez les 
animaux Ghsr mutants en comparaison aux contrôles (Sun et al, 2008).  Il semble donc  que 
chez la souris adulte, les fonctions métaboliques primaires de la ghréline seraient de 
moduler la sensibilité au glucose plutôt que régir le métabolisme énergétique. 
 
Le rôle de la ghréline a également été étudié chez les souris déficientes pour la 
leptine.  Les souris ob/ob sont des souris obèses qui développent un diabète de type 2 
(Moinat et al, 1995; Muzzin et al, 1996).  Afin de vérifier si l’obésité et le diabète de type 2 
des souris ob/ob étaient liés à la ghréline, un modèle de souris de double délétions pour les 
gènes de la leptine et de la ghréline fut généré.  Le phénotype hyperphagique de ces souris 
demeure inchangé mais la glycémie est diminuée en comparaison aux souris contrôles (Sun 





Une autre approche pour étudier le rôle de la ghréline a également été abordée.  La 
ghréline n’est active qu’une fois octanoylée. Cette octanoylation sur la sérine en position 3 
de la ghréline est attribuée à l’enzyme GOAT.  Un modèle murin visant à invalider 
l’enzyme GOAT a été élaboré.  Les souris mutantes nourries avec une diète régulière ou 
riche en gras ne diffèrent pas des souris contrôles en ce qui concerne leur poids, leur prise 
alimentaire et le contrôle de la glycémie. Néanmoins, sous restriction calorique, les souris 
mutantes présentent une hypoglycémie (Zhao et al, 2010).  
 
5.7 La Somatostatine 
 
La somatostatine (SST) est un peptide qui a été décrit pour la première fois comme 
un inhibiteur de la GH (Brazeau et al, 1973) et de la  thyroid-stimulating hormone (TSH) 
produite par l’hypophyse (Bacha et al, 1983).  Deux formes actives ont été reconnues : une 
forme de 14 acides aminés, SST-14, isolée à partir d’extraits hypothalamiques et une forme 
de 28 acides aminés, SST-28, provenant d’extraits intestinaux et de cerveaux (Barnett, 
2003).  Une forme de 25 acides aminés, SST-25, a également été rapportée.  La SST 
provient d’une préprohormone de 116 acides aminés constituée d’un peptide signal de 24 
acides aminés qui sera clivé pour donner une prohormone de 92 acides aminés.  Les SST-
14 et SST-28 seront ensuite clivés (Kumar et Grant, 2010). 
 
La production de SST se fera par les cellules du système nerveux central et 
périphérique, la thyroïde, le thymus, la rétine, le nerf optique, le placenta, les glandes 
salivaires, la prostate, les reins, l’intestin et la partie endocrine du pancréas au niveau des 
cellules δ.  La sécrétion de la SST est stimulée par le glucagon, la diminution d’insuline, la 
sécrétine, la gastrine, la CCK et le VIP (Konturek, 1994; Kumar et Grant, 2010). 
 
Les actions de la SST mettent en jeu des récepteurs spécifiques, présents à la surface 
des cellules cibles.  Ce sont les SSTRs.  Actuellement on dénombre 6 sous-types de 
SSTRs : SSTR1, 2a, 2b, 3, 4 et 5 (Csaba et al, 2012; Hoyer et al, 1995).  Les SSTRs font 
partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G.  Ces récepteurs interagissent 





Les fonctions de la SST sont : l’inhibition de la sécrétion de la GH, de la TSH, de la 
prolifération cellulaire et des sécrétions pancréatiques comprenant l’insuline, le glucagon, 
le polypeptide pancréatique, les bicarbonates et les enzymes pancréatiques.  Au niveau du 
tractus intestinal, la SST va inhiber la sécrétion de gastrine, de sécrétine, de 
cholecystokinine (CCK), du VIP, du GIP, de la motiline, de la neurotensine, des acides 
gastriques et de la bile.  De plus, la SST va inhiber la motilité, la vidange gastrique, la 
contraction de la vésicule biliaire et son flux.  L’absorption du glucose, du fructose, du 
galactose, du lactose, des acides aminés, du calcium et des triglycérides par l’épithélium 
intestinal se verra également altérée par la SST.  Cette hormone perturbera également la 
prolifération cellulaire, inhibera la thyroxine, la calcitonine et les sécrétions rénales de 
rénine.  On notera également des modifications au niveau du système nerveux central 
(Barnett, 2003). 
 
6 Hypothèse et objectifs du projet de recherche 
 
Le facteur de transcription HNF1 exprimé dans le foie, le pancréas, les reins, 
l’estomac, l’intestin grêle et le côlon, intervient dans la régulation de la glycémie.  En effet, 
il a été démontré que des mutations du gène codant pour ce facteur peuvent conduire à un 
diabète non insulinodépendant MODY3 chez l’homme.  Une hyperglycémie est aussi 
observée chez les souris où la protéine Hnf1 a été invalidée. 
 
Notre but est dans cette étude d’étudier le rôle de Hnf1 dans la régulation de 
l’homéostasie du glucose.  
 
Notre hypothèse est que la perte de Hnf1 entraîne un dérèglement hormonal qui 
conditionne la dérégulation de la glycémie chez les souris mutantes comparativement aux 





Pour répondre à cette hypothèse, nous nous sommes fixés trois objectifs de 
recherche. 
 
Le premier objectif sera de caractériser les modulations hormonales lors de la perte 
de Hnf1α.  Dans le cadre de cet objectif nous nous proposons, tout d’abord, de caractériser 
les différents acteurs hormonaux impliqués dans le contrôle de la glycémie.  Dans le 
modèle murin dont nous disposons, à savoir le modèle généré par l’équipe du Dr Gonzalez 
(Lee et al, 1998), nous étudierons tout d’abord l’expression des marqueurs cellulaires 
correspondants.  Nous quantifierons les niveaux d’expression des transcrits.  Nous nous 
intéresserons aux différents types cellulaires responsables de la production des hormones au 
sein de l’appareil digestif par des marquages renseignant leur nombre et leur localisation.  
Pour cela nous réaliserons des expériences d’immunofluorescence.  Une fois cela établi, 
nous procèderons au dosage des facteurs hormonaux mis en évidence.  Nous évaluerons 
l’impact des modulations hormonales sur le mécanisme de régulation de la glycémie. 
 
Le deuxième objectif sera d’étudier l’inhibition de la sécrétion d’insuline par 
l’intermédiaire de la ghréline.  Pour réaliser cela, nous évaluerons l’effet d’un traitement 
basé sur l’utilisation d’un antagoniste du récepteur à la ghréline Ghsr1a sur l’homéostasie 
du glucose des souris mutantes comparativement aux souris contrôles. 
 
HNF1 étant un facteur de transcription, le troisième objectif de recherche sera de 
documenter le rôle de ce dernier dans la régulation transcriptionnelle du gène codant pour 
la ghréline.  Nous utiliserons pour cela un modèle cellulaire approprié, les cellules de souris 
MIN6, permettant l’étude du mécanisme transcriptionnel du gène ghréline.  Nous 
procèderons à des expériences d’infections lentivirales avec un shARN dirigé contre le 
transcrit Hnf1α dans un premier temps.  Dans un deuxième temps, nous mènerons une 
étude bioinformatique du promoteur du gène ghréline pour la prédiction des sites potentiels 
de liaison du facteur de transcription que nous vérifierons par des expériences 





Matériel et Méthodes 
 
1 Le modèle de souris mutantes Hnf1α-/- 
 
Les souris Hnf1α-/- ont été obtenues du Dr Lee (Institut de biologie moléculaire, 
Taiwan) (Lee et al, 1998).  Les souris mutantes et les souris contrôles ont été traitées 
conformément au protocole portant le numéro 102-10B et approuvé par le comité d’éthique 
de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de l’Université de Sherbrooke en 
accord avec le conseil canadien de protection des animaux (CCPA).  Les animaux sont 
élevés dans l’unité de souris transgéniques, en conditions permettant l’absence de 
pathogènes.  Elles sont testées régulièrement pour helicobacter, pasteurella et les novovirus 
murins.  Les souris sont nourries ad libitum et vivent dans une pièce éclairée durant 14 
heures par cycle diurne.  Au cours des différentes manipulations nécessitant des 
prélèvements ou des sacrifices, celles-ci sont mises à jeun 16 heures avant prélèvement ou 
expérimentation.  Pour certaines expériences spécifiques, les souris sont logées de façon 
individuelle dans des cages métaboliques.  Les informations sur la prise alimentaire et de 
boisson, la quantité des fèces ainsi que le volume des urines sont récoltées à 8 heures, le 
matin. 
 
1.1 Sacrifice des souris 
 
Lors du sacrifice, les souris sont anesthésiées à l’aide de kétamine supplémentée en 
xylazine (Rogar STB, Pointe Claire-Dorval, QC, Canada) et administrée par injection intra-
péritonéale, à raison de 1 μL par gramme de souris.  Une fois les souris endormies, elles 
sont sacrifiées par dislocation cervicale suivi du prélèvement des différents tissus : 
pancréas, estomac, jéjunum proximal et iléon.  Lors des ponctions cardiaques, l’animal est 





1.2 Génotypage des souris  
 
Un orteil est sectionné aux souris conformément au code mis en place pour 
permettre leur identification.  Cet orteil sera conservé à -20°C jusqu’à son utilisation.  Le 
protocole d’isolement de l’ADN génomique est exécuté conformément aux instructions de 
la trousse Genomic DNA Solution Set (GerardBIOTECH, Oxford, USA).  La digestion sera 
assurée par la protéinase K (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). 
 
Le protocole d’amplification par PCR est détaillé dans les tableaux 2, 3 et 4.  
L’appareil S1000™ Thermal Cycler (Biorad, Mississauga, Canada) fut utilisé pour les 
amplifications.  Les produits de PCR sont ensuite visualisés sur gel d’agarose 1,6%. 
 
Tableau 2 : Mélange réactionnel de PCR. 
 
Réactifs Volumes 
Eau 14,54 μL 
Tampon 10X (New England Biolabs, Ipswich, MA) 2 μL 
dNTPs (25 mM) 0,16 μL 
amorce HNF1 gen up (20 μM) 1 μL 
amorce HNF1 gen dw (20 μM) 1 μL 
TAQ DNA polymérase (New England Biolabs, Ipswich, MA) 0,3 μL 
ADN 1 μL 
Volume final 19 μL 
 
Tableau 3 : Amorces utilisées pour le génotypage des souris mutantes. 
 
Amorces Séquences 
HNF1 gen up TCCCCAGCTCCAATGTAAAC 






Tableau 4 : Programme PCR. 
 
Températures Temps 
Hot start 94°C  
94°C 3 minutes 
94°C 30 secondes 
56°C 30 secondes 
72°C 2 minutes 
72°C 2 minutes 
4°C ∞ 
 
1.3 Extraction d’ARN totaux à partir de tissus 
 
Tous les instruments sont nettoyés à l’alcool 90% et RNase Away™ 
(ThermoScientific, Wilmongton, USA) avant et après utilisation.  Une fois la section de 
tissu prélevée, en général un petit carré de 2 x 2 mm, elle est placée dans un tube de 2 mL 
et plongée dans de l’azote liquide.  Juste avant de la broyer grâce au Polytron (Kinematica 
AG    Luzerne, Suisse), un volume de 1 mL de denaturation solution du kit Totally RNA 
d’Ambion (Invitrogen, Burlington, Canada) est ajouté.  Le tissu est polytroné et une fois 
broyé, plongé dans l’azote liquide.  Les tubes seront décongelés sur glace avant utilisation. 
Un mL de phénol IAA est ajouté (Invitrogen, Burlington, Canada) et mélangé durant 1 
minute par inversion puis laissé 5 minutes sur glace.  Nous centrifugeons 5 minutes à 
12000 rpm à 4°C.  La phase aqueuse est alors récupérée dans un nouveau tube puis 100 μL 
d’acétate de sodium à 3M (Invitrogen, Burlington, Canada) sont ajoutés, le tout est alors 
bien mélangé durant 1 minute. 1 mL de phénol chloroforme acide est ajouté (Invitrogen, 
Burlington, Canada) et mélangé de nouveau avant de laisser 5 minutes sur glace puis de 
centrifuger 5 minutes à 12000 rpm à 4°C.  La phase aqueuse est une nouvelle fois récupérée 
dans un nouveau tube avant d’y ajouter 1 mL d’isopropanol froid.  Après une incubation 
d’une heure à -20°C, les tubes sont centrifugés 15 minutes à 12000 rpm à 4°C.  Le culot est 




Burlington, Canada) et incubé 1 heure à -20°C.  Le culot est précipité durant une 
centrifugation de 15 minutes à 12000 rpm à 4°C.  Les culots sont nettoyés avec 300 μL 
d’éthanol 70% et centrifugés 5 minutes à 12000 rpm.  Cette étape est répétée une deuxième 
fois et les culots sont alors séchés à 75°C pendant 5 minutes.  Les culots sont dissous dans 
50 à 100 μL d’eau DEPC.  Un traitement à la DNase (Roche Diagnostics, Laval, Canada) 
est ensuite effectué pour éliminer l’ADN génomique contaminant.  Ce traitement est 
effectué sur les échantillons à l’exception des échantillons pancréatiques.  Les ARNs en 
solution sont dosés au Nanodrop (ThermoScientific, Wilmongton, USA) puis conservés à -
80°C. 
 
1.4 Réaction de rétro transcription (RT) 
 
Les ARNs sont chauffés à 75°C durant 5 minutes pour dénaturer les structures 
secondaires de l’ARN, puis déposés rapidement sur glace pendant 5 minutes.  Les 
échantillons sont ensuite centrifugés 30 secondes à vitesse maximale.  Un volume de 10 μL 
du mélange réactionnel est alors ajouté à chaque échantillon selon le tableau 5. 
 
Tableau 5 : Mélange réactionnel de RT. 
 
Mélange réactionnel : Volumes 
Tampon AMV-RT 5x (Roche Diagnostics, Laval, Canada) 4 μL 
Eau DEPC 0,7 μL 
dNTPs (25 mM) 0,8 μL 
Oligonucléotides p(d)T (0,5 µg/μL; 1,2 µg ) 2,4 μL 
Inhibiteur d’ARNases (40 U/µL; 24 U) (Roche Diagnostics, Laval, 
Canada) 
0,6 μL 
Enzyme AMV-RT (20 U/µL; 30 U) (Roche Diagnostics, Laval, Canada) 1,5 μL 
 
Une incubation d’une heure à 42°C est alors menée suivie d’une incubation de 5 





1.5 PCR quantitatif (qPCR) 
 
Les échantillons provenant de la transcription inverse sont dilués 20 fois.  Les 
réactions de PCR quantitatif ont été réalisées dans des capillaires LightCycler® (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada).  Les réactions d’amplification sont effectuées avec la trousse 
Quanti-Tect® SYBR Green PCR (QIAGEN, Mississauga, Canada) en duplicata.  Le 
mélange réactionnel pour qPCR est préparé selon le tableau 6. 
 
Tableau 6 : Mélange réactionnel de qPCR. 
 
Réactifs Volumes 
Quanti-Tect SYBR Green PCR Master Mix 10 μL 
Amorce Up (10 μM) 1 μL 
Amorce Dw (10 μM) 1 μL 
Eau Rnase, Dnase free 6 μL 
 
Le mélange réactionnel est alors réparti à raison de 18 μL dans chaque capillaire, 
puis 2 μL de chaque échantillon d’ADN sont alors ajoutés.  Le tout est centrifugé et 
l’expérience est lancée à l’aide de l’appareil LightCycler® 2.0 RT-PCR (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada).  Les gènes de référence TBP et PBGD sont utilisés au cours 
des expérimentations et les amorces utilisées pour réaliser les expériences de qPCR sont 
listées dans le tableau 7. 
 
Tableau 7 : Séquences des amorces utilisées pour les réactions de qPCR. 
 
Amorces Séquences 
r/mHnf1a 1560 Up CTATCAGCAGCCTCTCATGC 




Hnf1b Forward ACAATCCCCAGCAATCTCAGAA 
Hnf1b Reverse GCTGCTAGCCACACTGTTAATGA 
h/r/mTBP 1009 Up GGGGAGCTGTGATGTGAAGT 
h/r/mTBP 1139 Dw GGAGAACAATTCTGGGTTTGA 
rmPBGD 459-F CCTCCTGGCTTTACTATTGGA 
rmPBGD 608-R TAGCTGAGCCACTCTCCTCAG 
Ghrl Up AGCCCAGCAGAGAAAGGAATC 
Ghrl Dw GGGAGCATTGAACCTGATCTC 
r/mGLP1 233 up TGATGAACACCAAGAGGAACC 
r/mGLP1 343 dw CCTGGCCCTCCAAGTAAGA 
Sst 185 CCCAGACTCCGTCAGTTTCT 
Sst  304 CAGGGCATCATTCTCTGTCTG 
Gip 79 GGCTAGGGGACACAATCTAGG 
Gip 192 GGATCGGAACTCAACCTCTTC 
mIns1 sense CACTTCCTACCCCTGCTGG 
mIns1 antisense ACCACAAAGATGCTGTTTGAC 
mGIPR sense CCTGTAACGGTTCCTTCGATATG 
mGIPR antisense ACACTGGCGGAAGACAAAGC 
Dpp4 Forward GATTTGTGGACAGCAAGCGA 
Dpp4 Reverse ACCCTCCATATGACCAGCCC 
ChIP ghresites 1-2-1 up CATCTGCATCTCCACAATGG 
ChIP ghresites 1-2-1 dw CAGGGCCTTGTTTTTGGTAG 
ChIP ghresite 3-1 up GGATATCATGGGGCTCTGAA 
ChIP ghresite 3-1 dw ATGTCTTTCTGGGGCAGTGT 
ChIP ghresites 4-5 up CTGGATGGCAAGGTATGTGA 
ChIP ghresites 4-5 dw AGGACAGAAAGCCTGTGCAT 
ChIP ghresite 6 up TCCACCTGTTTTGGTCTTGG 
ChIP ghresite 6 dw GATGGAAAAGGCACCAGAAA 
ChIP ghresites 7-8-9-10-1 up GCCCACTGGACTTAAACACTG 
ChIP ghresites 7-8-9-10-1 dw CCTTGCTGCTTGGGTTTTAG 




ChIP ghremet200 dw 1 CACATCCGGTAGCCTCATCT 
ChIP ghremet200 up 2 CAGGCATTCCAGGTAAGCTC 
ChIP ghremet200 dw 2 AGGCAGACAGAGCCTGATGT 
 
1.6 Extraction de protéines totales à partir de tissus 
 
Des segments (jéjunum proximal, iléon, pancréas et estomac) d’environ 3 mm de 
longueur sont récupérés, placés dans des tubes de 2 mL et plongés dans de l’azote liquide.  
Une solution de lyse est ajoutée aux échantillons au moment de polytroner (Tableau 8).  
Les échantillons sont alors polytronés, jusqu’à obtenir un liquide homogène, puis replongés 
dans l’azote liquide et conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation. 
 
Tableau 8 : Tampon de lyse. 
 
Solutions Concentrations finales 
Triton X-100 (Fisher Scientific, Mississauga, Canada) 1% 
Tris-HCl pH 7,5 (Fisher Scientific, Mississauga, Canada) 50 mM 
NaCl (Fisher Scientific, Mississauga, Canada) 100 mM 
EDTA pH 8,0 (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 5 mM 
Β-Glycérophosphate (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 40 mM 
NaF (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 50 mM 
Orthovanadate (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 200 μM 
Glycérol (Fisher Scientific, Mississauga, Canada) 5% 
Inhibiteurs 1000X PIC (P8340) (Sigma Aldrich, Oakville, 
Canada) 
5% 
PMSF 100X (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 5% 
 





Les tissus sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde 1% frais à 4°C durant 
24 heures.  Les tissus sont ensuite lavés avec de l’éthanol 70% et peuvent être conservés 
jusqu’à un mois à 4°C.  Les échantillons sont par la suite traités par la plateforme 
d’histologie et de microscopie électronique de l’Université de Sherbrooke où ils seront 
inclus dans des blocs de paraffine puis tranchés en coupes histologiques de 5 μm 




Tout d’abord, les lames sont chauffées à 60°C pendant 15 minutes.  Une succession 
de lavages est ensuite réalisée : 2 fois dans le xylène pendant 5 minutes, 2 fois dans 
l’éthanol 100% pendant 2 minutes, 2 fois dans l’éthanol 95% pendant 1 minute, une fois 
dans l’éthanol 80% pendant 1 minute et enfin une fois dans l’éthanol 70% pendant 1 
minute.  Les lames sont ensuite rincées dans l’eau pendant 1 minute.  Le recouvrement des 
antigènes est ensuite effectué par immersion des lames dans 600 mL de tampon acide 
citrique monohydrate 10 mM à pH 6,0 chauffé 11 minutes 30 secondes au micro-onde et 
laissé refroidir dans le tampon acide citrique pendant 10 minutes.  Les lames sont ensuite 
rincées durant 10 minutes avec de l’eau, suivi de 2 lavages au PBS 1X de 5 minutes.  Le 
blocage est ensuite effectué pendant 45 minutes avec l’agent bloquant contenant du PBS 
1X, 0,2% de Triton X100 et 2% de BSA.  L’agent bloquant est par la suite retiré sans 
rincer.  L’anticorps primaire est alors dilué (Tableau 9) dans la solution de blocage et les 
lames sont incubées avec celui-ci pendant 2 heures à température pièce.  Les lames sont 
ensuite rincées 5 fois au PBS 1X pendant 5 minutes chaque fois.  L’anticorps secondaire 
fluorescent (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) est dilué au 1/200e dans la 
solution de blocage et les lames en sont recouvertes pour 45 minutes à température 
ambiante dans une chambre humidifiée.  Quatre rinçages au PBS 1X sont effectués pendant 
5 minutes chacun.  Les lames sont alors asséchées sous la hotte.  Le montage des lames est 
effectué avec le Vectashield Hardset contenant du DAPI (Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, USA) et des lamelles de taille appropriée.  L’observation est faite au 






Tableau 9 : Anticorps et dilutions utilisés lors des expériences d’immunofluorescences. 
 
Anticorps Dilutions Références et compagnies 
Hnf1α 1/200e  sc-6547 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
Ghréline 1/100e  sc-10368  
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
GIP 1/100e ou 1/50e  sc-23554 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
Somatostatine  1/200e  sc-7819 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
Insuline 1/200e sc-9168 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
1.9 Prise de la glycémie sanguine 
 
La glycémie est prise après avoir fait une incision sur la queue de l’animal 
permettant d’obtenir un volume de 3 à 5 μL de sang.  Nous utilisons le glucomètre et les 
bandelettes FreeStyle Lite® (Laboratoires Abbott, Limitée, Saint-Laurent, Québec, 
Canada). 
 
1.10 Prise de la glycosurie 
 
La glycémie urinaire est mesurée directement dans le récipient prévu à cet effet dans 
les cages métaboliques ou au niveau de la sortie de l’appareil urinaire des animaux par 
l’intermédiaire des bandelettes urinaires Chemstrip 10® (Roche Diagnostics, Laval, 






1.11 Traitement des souris avec l’antagoniste au récepteur à la ghréline GHSR1a 
 
Nous utilisons le composé suivant : (D-Lys3)-GHRP6 (Bachem Americas, 
Torrance, USA) solubilisé dans une solution de saline de manière à injecter 200 nmoles/L 
pour un volume final de 100 μL en injection intrapéritonéale.  Le traitement se fait aux 12 
heures pendant 6 jours.  
 
1.12 Récolte du sérum et stockage 
 
La souris est anesthésiée et ensuite immobilisée à l’aide de ruban adhésif sur le dos.  
Le sternum est repéré et un déplacement de 5 à 10 mm vers le côté gauche de la souris est 
effectué afin de désinfecter la portion identifiée.  Le prélèvement se fait avec une seringue 
de 3 mL montée avec une aiguille 25 G 3/8.  Le piston est légèrement retiré pour permettre 
un appel d’air et ainsi faciliter le prélèvement.  L’aiguille est alors rentrée au travers des 
côtes de l’animal avec un angle d’environ 45°.  Le piston est tiré doucement afin de récolter 
le sang.  Lorsque le volume de sang prélevé est suffisant, la seringue est retirée et l’animal 
disloqué.  Le sang est alors transféré dans un tube de 1,5 mL et restera à température pièce 
pendant 30 minutes avant d’être centrifugé 15 minutes à 4°C.  Le sérum, alors situé au 
dessus des hématies, est récupéré et réparti en volumes nécessaires pour effectuer les tests 
voulus.  Dans le cas de l’étude de la ghréline, une solution de PEFABLOC SC (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada) est immédiatement ajoutée afin d’obtenir une concentration 
finale de 1 mg/mL.  Les sérums obtenus après centrifugation sont acidifiés avec du HCl de 
concentration finale 0,05 N.  Pour les sérums servant à étudier le GIP et le GLP1, 
l’inhibiteur de DPP4 (Millipore, Billerica, USA) est plutôt ajouté dès que le sang est récolté 
dans le tube. 
 
2 Test immuno-enzymatique ELISA 
 
Plusieurs types d’hormones ont été quantifiés en suivant les procédures 





La procédure générale des manipulations se déroule comme suit.  La plaque fournie, 
où est fixé un anticorps monoclonal dit « de capture » dirigé contre l’hormone désirée est 
lavée avec un tampon de lavage adéquat.  L’échantillon contenant l’antigène est alors 
appliqué à la plaque.  Après une incubation, un lavage de la plaque est effectué pour 
éliminer l’antigène non-lié et les molécules non-spécifiques.  Une solution contenant des 
anticorps conjugués à l’enzyme, comme la horseradish peroxydase (HRP) ou bien un 
anticorps de détection qui sera détecté par une enzyme couplée à la HRP et reconnaissant la 
fraction Fc de l’anticorps de détection, est ajoutée.  Après une nouvelle incubation, la 
plaque est rincée une deuxième fois.  Une solution contenant un substrat convertible par 
l’enzyme en signal fluorescent est ajouté.  Le résultat est alors analysé par 
spectrophotométrie grâce à l’appareil Molecular Devices VERSAmax Tunable Microplate 
Reader  aux longueurs d’ondes souhaitées.  Les résultats sont traités avec le logiciel 
Softmax Pro V5. 
 
Tableau 10 : Kits ELISA utilisés 
 
Hormone testée Référence 
Ghréline (totale) EZRGRT-91K (Millipore, Billerica, USA) 
Ghréline (active) EZRGRA-90K (Millipore, Billerica, USA) 
GIP (total) EZRMGIP-55K (Millipore, Billerica, USA) 
GLP-1 (active) EGLP-35K (Millipore, Billerica, USA) 
Somatostatine EKE-060-03 (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, USA) 
DPP4 E9088Mu 96 tests (Uscn Life Science Inc., Burlington, Canada) 
Leptine EZML-82K (Millipore, Billerica, USA) 
Insuline EZRMI-13K (Millipore, Billerica, USA) 
Insuline 90080 (CrystalChem, Downers Grove, USA) 






3 Culture cellulaire 
 
La culture cellulaire est effectuée en respectant des pratiques stériles.  Une enceinte 
biologique à flux laminaire Labconco Delta serie Class II assurant un débit d’air horaire 
par m2 de 1620 m3/heure pour une vitesse de 0,45 m/s (Labconco, Kansas City, USA) 
désinfectée et traitée aux U.V. est utilisée.  Les bouteilles et tout le matériel nécessaire sont 
pré-nettoyés avec de l’éthanol 70%.  Les cellules sont mises en culture à 37°C, 5% de CO2. 
 
3.1 Cellules MIN6 
 
Les cellules MIN6 proviennent du laboratoire de la Professeure Marie-Josée 
Boucher (Département de médecine, Université de Sherbrooke).  Ce sont des cellules β 
originaires d’insulinomes de souris transgénique C57BL/6 exprimant une construction 
promoteur-insuline/antigène T (Ishihara et al, 1993; Miyazaki et al, 1990).  Ce sont des 
cellules adhérentes, formant le plus souvent des îlots cellulaires.  Ces cellules ont la 
particularité d’exprimer les transcrits et protéines pour l’insuline, le glucagon, la 
somatostatine et la ghréline (Nakashima et al, 2009). 
 
Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM (WISENT Inc, St-Bruno, Canada) 
avec faible concentration de glucose (1 g/L), supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal 
(FBS) (ICN Biomedicals, Aurora, USA) et 100 μg/mL de pénicilline/streptomycine (Gibco 
BRL, Life Technologies Inc, Burlington, Canada).  Le milieu de culture est changé à tous 
les 2 jours. Les passages sont effectués 1 dans 2 en utilisant la trypsine à concentration de 
0,05% EDTA 1X (Gibco BRL, Life Technologies Inc, Burlington, Canada). 
 
3.2 Cellules HEK293T 
 
Les cellules HEK293T (ATCC, Manassas, VA) sont des cellules transformées de 
rein fœtal humain (Aiello et al, 1979).  Elles sont adhérentes avec une morphologie 
épithéliale d’origine rénale et expriment l’antigène SV40 T.  Elles sont cultivées dans du 




fœtal (FBS) (ICN Biomedicals, Aurora, USA), 2 mM de glutamine, 0,01 mM de tampon 
HEPES (Gibco BRL, Life Technologies Inc, Burlington, Canada) et 100 μg/mL de 
pénicilline/streptomycine (Gibco BRL, Life Technologies Inc, Burlington, Canada).  Le 
changement de milieu sera fait tous les 2-3 jours. Elles sont utilisées pour la production de 
lentivirus. 
 
3.3 Production lentivirale 
 
Les cellules HEK293T sont ensemencées la veille de façon à obtenir une confluence 
de 90% le jour de la transfection.  Pour chaque Pétri de 100 mm, les mélanges d’ADN 
appropriés sont préparés : 6 μg de vecteurs de production lentiviraux plp1, plp2 et 
plpVSVG et 6 μg du vecteur d’expression contenant la construction avec le shRNA adéquat 
auquel 1,5 mL de milieu OptiMEM (Invitrogen, Burlington, Canada) sans FBS est ajouté.  
Les shARNs dirigés contre le transcrit Hnf1α ont été préparés via la trousse « HNF1 
homeobox A : NM_009327 MISSION® shRNA Bacterial Glycerol Stock » (Sigma Aldrich, 
Oakville, Canada).  Le shARN contrôle (shNT) est caractérisé pour ne cibler aucun 
transcrit et a été préparé à partir du « shRNA MISSION® pLKO.1-puro Non-Mammalian 
shRNA Control Plasmid DNA » (Sigma Aldrich, Oakville, Canada).  48 μL de 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Canada) sont ajoutés à 1,5 mL de milieu 
OptiMEM dans un tube de propylène et incubés 5 minutes à température pièce.  Cette 
solution d’agent de transfection est ajoutée à la préparation d’ADN et le tout est incubé 
durant 20 minutes à température pièce.  Le milieu de culture des HEK293T est alors 
remplacé par 5 mL de milieu OptiMEM sans FBS.  Au bout des 20 minutes d’incubation, 
les préparations d’ADN/agent de transfection sont ajoutées goutte à goutte aux boîtes de 
Pétri de 100 mm et incubées durant 4 heures.  Le milieu est alors remplacé par 8 mL de 
milieu approprié aux cellules HEK293T.  Le milieu de culture, contenant les virus en 
suspension, est recueilli 2 jours plus tard à l’aide d’une seringue de 10 mL, puis filtré avec 





3.4 Infection lentivirale 
 
Les cellules MIN6 sont ensemencées la veille dans des plaques de 6 puits à une 
confluence de 70-75% afin d’obtenir des cellules en phase exponentielle de croissance le 
jour de l’infection.  Le lendemain, les virus sont décongelés rapidement à 37°C et du 
polybrène (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) est ajouté à tous les virus pour obtenir une 
concentration finale de 4 μg/mL.  Le milieu des cellules à infecter est alors retiré et la 
solution de virus est ajoutée sur la paroi du puits.  Une incubation d’une heure à 37°C est 
alors menée avant de rajouter une solution de milieu de culture adéquat supplémenté de 
polybrène à 4 μg/mL.  Les cellules sont trypsinisées 48 heures après l’infection où 2 puits 
de 35 mm d’un même type d’infection sont mis en commun pour une boîte de Pétri de 60 
mm.  La sélection est amorcée avec la puromycine à une concentration finale de 2 μg/mL.  
Cette sélection se fait de 7 à 10 jours pour atteindre au moins 60-70% de confluence avant 
l’extraction des protéines, de l’ARN ou l’immunoprécipitation de la chromatine. 
 
3.5 Extraction des ARN totaux et trancription inverse 
 
Les extractions d’ARN ont été effectuées à l’aide de la trousse RNeasy (Qiagen, 
Mississauga, Canada) en suivant les directives détaillées dans le protocole du détaillant.  
Un traitement à la DNase (Roche Diagnostics, Laval, Canada) a ensuite été effectué pour 
éliminer l’ADN génomique contaminant.  Le dosage des ARN est effectué à l’aide du 
Nanodrop (Thermoscientific, Wilmongton, USA).  Les échantillons sont alors conservés à -
80°C. 
 
Pour la réaction de transcription inverse, nous procédons comme décrit 
précédemment avec 2 μL d’ARN pour les expériences réalisées dans des boîtes de Pétri de 
10 mm de diamètre ou 1 μg pour les expériences réalisées en boîtes de 60 mm. 
 





L’extraction des protéines est effectuée dans un tampon de lyse « protéines totales » 
(1% Triton X-100 (Fisher Scientific, Mississauga, Canada), 50 mM Tris-HCl pH 7,5 
(Fisher Scientific, Mississauga, Canada), 100 mM NaCl (Fisher Scientific, Mississauga, 
Canada), 5 mM EDTA (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 40 mM β-Glycérophosphate 
(Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 50 mM NaF (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 5% 
glycérol (Fisher Scientific, Mississauga, Canada), 200 μM orthovanadate (Sigma Aldrich, 
Oakville, Canada), 1% PIC (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 1% PMSF (Sigma 
Aldrich, Oakville, Canada).  Les cellules sont incubées durant 15 minutes à 4°C dans le 
tampon de lyse puis centrifugées à 13000 rpm.  Les protéines sont ensuite dosées selon la 




Les expériences d’immunobuvardage sont réalisées avec 40 μg de protéines dans un 
volume final de 13 μL complété au besoin avec de l’eau.  5 µL de NuPAGE LDS (lithium 
dodecyl sulfate) (Invitrogen, Burlington, Canada) sample buffer 4X et 2 µL de NuPAGE 
reducing agent (Invitrogen, Burlington, Canada) sont ensuite ajoutés.  Les échantillons sont 
chauffés à 70°C durant 10 minutes et déposés sur gel d’acrylamide NuPAGE 4-12% 
(Invitrogen, Burlington, Canada) préalablement lavé et déposé dans une cuve de migration 
contenant le tampon de migration MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris base, 0,1% SDS, 
1 mM EDTA, pH 7,7) où 500 µL de NuPAGE antioxydant (Invitrogen, Burlington, 
Canada) est ajouté au tampon de migration juste avant de débuter la migration à 200 volts 
durant une heure dans l’appareil XCell SureLock Mini-Cell (Invitrogen, Burlington, 
Canada).  Une fois la migration achevée, l’électrotransfert se fait sur une membrane de 
PVDF (Roche Diagnostic, Laval, Canada) à 30 volts maintenus durant une heure dans le 
tampon de transfert (25 mM Bicine, 25 mM bis Tris, 1 mM EDTA, pH 7,2) supplémenté de 
NuPAGE antioxydant (Invitrogen, Burlington, Canada).  Dès la fin du transfert, la 
membrane contenant les protéines est bloquée à température ambiante durant une à deux 
heures par une solution de lait écrémé en poudre à 5% final resuspendu dans une solution 
de PBS 1X auquel on a rajouté du Tween 0,1% (Sigma Aldrich, Oakville, Canada).  Cette 




dilué dans la solution de blocage.  La membrane est rincée rapidement deux fois dans la 
solution PBS 1X, Tween 0,1% et lavée deux fois pendant 5 à 15 minutes avec du PBS 1X 
Tween 0,1%.  L’incubation avec l’anticorps secondaire dilué dans la solution de blocage se 
fait durant une heure sous agitation à température ambiante.  La membrane est rincée 
rapidement deux fois dans la solution PBS 1X, Tween 0,1% pour enfin être lavée pendant 
15 minutes avec du PBS 1X Tween 0,1%.  La révélation des anticorps liés sur l’antigène 
sera réalisée en utilisant la trousse ECL Prime (Amersham Biosciences, Québec, Canada) 
sur la membrane durant une minute suivie d’une exposition dans une cassette au contact de 
films autoradiographiques (Amersham Biosciences, Québec, Canada). 
 
4 Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) sur cellules MIN6 
 
2 millions de cellules sont rincées au PBS 1X et ensuite incubées avec 20 mL de 
PBS contenant 1,1% de formaldéhyde durant 10 minutes à température pièce.  La réaction 
de pontage est ensuite arrêtée par l’ajout d’une solution de glycine 125 mM et une 
incubation durant 5 minutes.  Les cellules sont ensuite rincées 2 fois avec du PBS froid.  
Les cellules sont grattées et transférées dans un tube Eppendorf qui sera alors centrifugé à 
4000 rpm durant 6 minutes 
dans l’azote liquide et conservés à -
de tampon I (0,25% Triton, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM HEPES pH 6,5 
supplémenté avec 1mM de PMSF et 10 μL de cocktail d’inhibiteurs de protéases PIC juste 
avant l’utilisation).  Suite à une incubation de 10 minutes sur glace et d’une centrifugation 
de 6 minutes à 4000 rpm, le culot est de nouveau resuspendu dans 1 mL de tampon II (200 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM HEPES pH 6,5 supplémenté avec 1 mM 
PMSF et 10 μL de cocktail d’inhibiteurs de protéase PIC juste avant l’utilisation).  Après 
une centrifugation de 6 minutes à 4000 rpm, le culot est dissous dans 340 μL de tampon de 
lyse (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8,1 supplémenté avec 1 mM PMSF et 10 μL 
de cocktail d’inhibiteurs de protéase PIC juste avant l’utilisation).  Le lysat est alors passé 5 
fois dans une seringue avec une aiguille de 23G1 et incubé à 4 C pendant 1 heure avec 




avec une pause sur glace de 3 minutes entre chaque sonication.  La taille des fragments 
d’ADN ainsi générés doit être comprise entre 200 et 300 paires de bases et confirmée par 
migration de 5 μL du lysat sur gel d’agarose.  Les échantillons soniqués sont alors 
input.  Le lysat est dilué dans 10 volumes de 
tampon de dilution d’immunoprécipitation (0,01% SDS, 1,1% Triton, 1,2 mM EDTA, 16,7 
mM Tris pH 8,1, 167 mM NaCl, le tout supplémenté avec 1 mM de PMSF et 10 μL de 
cocktail d’inhibiteurs de protéase PIC et pré-incubé avec 20 μL d’une solution de billes 
magnétiques couplées à la protéine G (Millipore, Billerica, USA) pendant 4 heures à 4°C 
sous agitation.  Le surnageant est isolé et incubé avec un anticorps primaire spécifique 
(Tableau 11) à raison de 4 μg par réaction pendant toute la nuit à 4°C sous agitation.  
 




Hnf1α sc-6547 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) 
H3K27me3 ABE44 (Upstate, Billerica, USA) 
H3K36me3 ab9050 (Abcam, Toronto, Canada) 
 
20 μL de billes magnétiques sont ajoutées et incubées pendant 2-4 heures à 4 C 
avec agitation.  Les billes-complexes immunologiques sont par la suite séparées par 
aimantation et rincées par plusieurs lavages successifs de 800 μL sous agitation de 5 
minutes à 4°C dans l’ordre suivant: 2 fois au TSE-150 (0,1% SDS, 1% Triton, 2 mM 
EDTA, 20 mM Tris pH 8,1, 150 mM NaCl), 3 fois au TSE-500 (0,1% SDS, 1% Triton, 2 
mM EDTA, 20 mM Tris pH 8,1, 500 mM NaCl), 2 fois au LiCl (0,25 M LiCl, 1% NP40, 
1% DOC, 1 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8,1) et 2 fois au TE pH 8,0.  L’élution des 
complexes s’effectue en ajoutant 200 μL de 1% SDS/0,1 M NaHCO3, où les input 
correspondants sont traités de la même manière, suivi d’une incubation de 30 minutes à 
65 C avec agitation à l’aide d’un vortex toutes les 2 minutes.  Les échantillons sont 




pontages se fait sur la nuit à 65°C.  Les échantillons sont ensuite traités avec 2 μL de RNase 
A (stock à 10 mg/mL) durant 30 minutes à 37°C et 5 μL de protéinase K (stock à 20 
mg/mL) durant 45 minutes à 37°C.  Le pH des échantillons est ajusté en ajoutant 1 mL de 
tampon PB du kit High Pure PCR Cleanup Micro (Roche Diagnostics, Laval, Canada) et 
10 μL de 3M NaOAc pH 5,5 et l’ADN récupéré dans un volume final de 50 μL.  Les 





Les graphiques et calculs de moyennes ainsi que d’écarts types ont été effectués en 
utilisant l’outil bioinformatique GraphPad Prism version 6.0c pour Mac OS X (GraphPad 
Software, San Diego USA, www.graphpad.com).  Les tests de Student non pairés avec 
intervalles de confiance de 95%, les tests two-way Anova ainsi que les régressions linéaires 









1 La perte de Hnf1α affecte les niveaux d’expression de marqueurs de cellules 
entéroendocrines 
 
Dans une précédente étude effectuée au sein de notre laboratoire (Lussier et al, 
2010), nous avions comparé le profil d’expression des transcrits de gènes du jéjunum des 
souris Hnf1α mutantes par rapport aux souris contrôles et ce, par l’utilisation de 
micropuces à ADN.  Cette analyse a permis d’identifier, entre autre, des modulations de 
gènes impliqués dans le métabolisme du glucose, notamment d’hormones incluant les 
incrétines qui sont normalement produites par les cellules entéroendocrines. 
 
Nous avons donc procédé à la confirmation des modulations des transcrits des 
cellules entéroendocrines dans le contexte où le gène Hnf1α était invalidé.  Nous avons 
réalisé la quantification des niveaux de certains transcrits par des expériences de qPCR 
dans le jéjunum de souris Hnf1α-/- et souris contrôles naissantes et âgées de 4 mois.  Les 
niveaux de transcrits Glp-1 ne varient pas entre les souris mutantes et les souris contrôles 
que ce soit à la naissance ou à l’âge de 4 mois (Figure 9 A).  Pour les niveaux d’expression 
de Gip, on voit une diminution à la naissance (0,23 +/- 0,08) et à 4 mois (0,65 +/- 0,12) 
chez les souris Hnf1α-/- en comparaison aux souris contrôles (Figure 9 B).  Une 
augmentation des niveaux d’expression du transcrit de la ghréline est observée chez les 
souris mutantes à la naissance (1,79 +/- 0,23) et à 4 mois (4,30 +/- 0,70) (Figure 9 C).  Le 
transcrit de la Sst est quant à lui diminué seulement à 4 mois chez les souris Hnf1α-/- (0,46 
+/- 0,08) en comparaison aux souris contrôles et ne varie pas de manière significative à la 







Figure 9 : Expression des transcrits de Glp-1, Gip, Ghréline et Sst dans le jéjunum des 
souris Hnf1-/-. 
Quantification des niveaux d’expression des transcrits dans le jéjunum des animaux à jeun 
par qPCR de : A : Glp-1, B : Gip, C : ghréline et D : Sst à la naissance et chez les souris 
âgées de 4 mois.  L’expression des gènes est relativisée à 1 par rapport à celle de TBP (n=5, 
* ; p<0,05, ** ; p<0,01). 
 
2 Impact de la perte de Hnf1α sur l’hormone ghréline 
 
La ghréline est une hormone qui stimule l’appétit et qui joue un rôle dans 





















































































































accord avec les résultats de qPCR obtenus précédemment, les taux de ghréline circulants 
pourraient être augmentés chez les animaux mutants.  Le cas échéant, notre but est de 
corréler si l’hyperglycémie de ces animaux était due à une diminution de la sécrétion 
d’insuline, à une augmentation de la ghréline circulante. 
 
2.1 La perte de Hnf1α module la population de cellules entéroendocrines produisant 
la ghréline 
 
Des expériences d’immunofluorescence réalisées avec un anticorps dirigé contre la 
ghréline au niveau du jéjunum chez les souris Hnf1α-/- âgées de 4 mois ont permis de 
montrer que le nombre de cellules produisant la ghréline par axe crypte-villosité est 
augmenté de façon significative chez les animaux mutants (0,82 +/- 0,07) comparativement 




Figure 10: Modulation du nombre de cellules ghréline positives dans le jéjunum 
proximal des souris Hnf1α-/- et contrôles. 
A : Immunofluorescences mettant en évidence les cellules ghréline positives. B : Comptage 
des cellules ghréline positives par axe crypte/villosité et analyse statistique en utilisant le 
test t.  Une quarantaine d’axes crypte/villosité fut dénombrée par souris chez un nombre 












































2.2 La perte de Hnf1α module la production de ghréline circulante 
 
Nous avons par la suite mesuré les taux sérologiques de ghréline totale ou 
spécifiquement acylée (bioactive) chez des souris Hnf1α-/- et des souris contrôles à 1, 4 et 
18 mois. Il est à noter que la ghréline dite totale regroupe les 2 formes.  Les souris mutantes 
présentent une augmentation des taux de ghréline totale à tous les âges étudiés.  À 1 mois, 
les animaux contrôles présentent des taux de ghréline totale de 1,94 +/- 0,41 ng/mL alors 
que les animaux mutants ont des taux de 12,74 +/- 1,76 ng/mL.  À 4 mois, ces taux de 
ghréline totale sont de 3,76 +/- 1,63 chez les contrôles contre 15,65 +/- 1,5 ng/mL chez les 
mutants.  À 18 mois, ces taux relatifs sont de 1,78 +/- 0,52 contre 19,59 +/- 4,45 ng/mL 
entre les animaux contrôles et les animaux mutants respectivement (Figure 11 A).  Il en est 
de même pour la forme bioactive de la ghréline, avec une augmentation à tous les âges chez 
les souris mutantes.  En effet, à 1 mois, les souris contrôles présentent des taux de ghréline 
active de 222,70 +/- 29,55 pg/mL alors que les souris mutantes ont des taux de 1096,0 +/- 
158,0 pg/mL.  À 4 mois, ces taux sont de 206,50 +/- 36,72 pg/mL versus 973,90 +/- 292,60 
pg/mL et à 18 mois de 153,90 +/- 22,31 pg/mL versus 430,00 +/- 70,19 pg/mL entre les 







Figure 11: Modulation des taux sérologiques de ghréline totale et de ghréline active 
chez les souris Hnf1α-/-.  
A et B: Dosage par ELISA des taux de ghréline totale et ghréline active circulantes 
contenues dans le sérum, respectivement à 1, 4 et 18 mois (n=4 à 5).  C : Quantification par 
test immunologique ELISA de l’hormone ghréline active présente dans l’estomac et le 
jéjunum proximal de souris âgées de 4 à 6 mois mises à jeun durant 16 heures (n=6 et n=5 

























































































































































































































































































































Puisque l’estomac représente le site majeur de production de la ghréline, nous avons 
réalisé des dosages immunologiques de type ELISA pour comparer la production de 
ghréline active dans des extraits protéiques de l’estomac en comparaison avec des extraits 
protéiques provenant du jéjunum.  On ne dénote aucune modulation entre les taux de 
ghréline active produite par l’estomac des souris Hnf1α-/- et les contrôles avec des taux de 
522,20 +/- 70,72 fM/g et 512,00 +/- 33,42 fM/g de tissu, respectivement.  Par contre, le 
jéjunum des souris mutantes produit plus de ghréline active que celui des souris contrôles.  
On observe pour les souris mutantes des taux de ghréline active de 226,50 +/- 44,33 contre 
88,72 +/- 20,71 fM/g de tissu pour les souris contrôles (Figure 11 C).  Une approche 
similaire a été utilisée afin de mesurer la production de ghréline dans des extraits protéiques 
isolés du pancréas.  Toutefois, nous ne sommes pas parvenus à mesurer des quantités de 
ghréline active dans ce tissu.  L’augmentation de la ghréline active circulante des animaux 
Hnf1α-/- semble donc corréler avec une augmentation de la production au niveau du 
jéjunum. 
 
Nous avons voulu, par la suite, étudier si la perte de Hnf1α chez les souris modifiait 
également l’expression du gène ghréline dans les autres organes rapportés comme étant 
producteurs de celle-ci.  Nous avons réalisé des expériences de qPCR à partir d’extraits 
d’ARN isolés de l’estomac et du pancréas de souris mutantes et contrôles.  Au niveau de 
l’estomac, les souris Hnf1α-/- montrent des niveaux d’expression de la ghréline diminués de 
près de 60% lorsqu’on les compare aux contrôles (1,00 +/- 0,26 versus 0,39 +/- 0,08) 
(Figure 12 A).  Au niveau du pancréas, on observe une augmentation significative des 
niveaux d’expression du transcrit de (7,58 +/- 1,69) chez les souris mutantes en 







Figure 12 : Expression du transcrit du gène de la ghréline dans l’estomac et le 
pancréas des souris Hnf1α-/- et contrôles. 
L’expression du transcrit du gène ghréline a été mesurée par qPCR dans l’estomac (A) et le 
pancréas (B) de souris âgées de 4 à 6 mois mises à jeun pour 16 heures.  L’expression du 
gène est relativisée à 1 par rapport à celle du gène TBP dans l’estomac (n=7) et PBGD dans 
le pancréas (n=8, * ; p<0,05, ** ; p<0,01). 
3 Impact de la perte de Hnf1α sur l’hormone Gip et son inhibiteur Dpp4 
 
Le Gip est une hormone qui joue un rôle prépondérant dans l’homéostasie du 
glucose en favorisant la libération d’insuline lorsque, suite à une prise alimentaire, la 
glycémie augmente.  Nous avons tout d’abord confirmé une diminution du transcrit de Gip 
dans le jéjunum de nos souris mutantes par qPCR.  Nous voulions dans un second temps 
renseigner les quantités de Gip produites chez nos animaux mutants et enfin corréler 
l’impact de ces modulations sur la régulation du glucose sanguin.  
 
Des expériences d’immunofluorescence réalisées avec un anticorps dirigé contre 
l’hormone Gip ont été menées au niveau du jéjunum chez les souris Hnf1α-/- âgées de 4 
mois et ont permis de montrer que le nombre de cellules produisant cette incrétine est 





















































































Figure 13 : Modulations de la production de Gip et de son inhibiteur Dpp4 chez les 
souris Hnf1α-/- et contrôles. 
A : Immunofluorescences mettant en évidence les cellules Gip positives dans le jéjunum 
des souris Hnf1α-/- et contrôles.  B : Comptage des cellules Gip positives par axe 
crypte/villosité et analyse statistique à l’aide d’un test t.  Une moyenne de 40 axes 
crypte/villosité fut utilisée par souris chez un nombre total de 6 individus (**** ; 
p<0,0001).  C : Dosage immunologique ELISA des taux de Gip circulant effectué dans le 
sérum, respectivement à 1, 4 et 18 mois chez des souris à jeun durant 16 heures (n=4 à 5, 
* ; p<0,05, ** ; p<0,01).  D : Diminution de l’expression de Dpp4 dans le jéjunum des 
animaux mutants.  L’expression de la Dpp4 a été mesurée par qPCR dans le jéjunum 















































































































































































































à celle de TBP.  E : Diminution des taux de Dpp4 circulants.  La quantification est 
effectuée par un dosage immunologique ELISA des taux de Dpp4 circulante chez des 
souris âgées de 4 à 6 mois (n=6, * ; p<0,05, ** ; p<0,01). 
 
Nous avons par la suite mesuré les taux sérologiques de Gip chez les animaux 
mutants et contrôles à l’aide d’un test ELISA.  Chez les souris Hnf1α-/-, on note une 
augmentation des taux de Gip circulant comparativement aux animaux contrôles et cela 
quel que soit l’âge des souris (Figure 13 C).  Cette augmentation de Gip circulant contredit 
la diminution de l’expression du transcrit décelée par qPCR de même que la diminution du 
nombre de cellules Gip positives dans les animaux mutants.  
 
Puisque Gip est une hormone rapidement dégradée dans le sang par l’action de la 
Dpp4, nous avons corrélé l’expression de cette dernière.  Dans le jéjunum proximal des 
animaux mutants, nous observons une diminution significative de l’expression relative de 
Dpp4 de l’ordre de 2,9 fois avec une expression relative de 0,344 +/- 0,03 pour les animaux 
mutants (Figure 13 D).  Cette diminution est confirmée au niveau sérique puisqu’un dosage 
de l’enzyme circulante par test ELISA a permis d’observer une diminution significative de 
la DPP4 entre nos animaux contrôles et mutants avec 0,342 +/- 0,07 contre 0,067 +/- 0,01 
ng/mL de Dpp4 circulante (Figure 13 E).  On peut donc penser que la perte de Hnf1α 
perturbe la dégradation de Gip en diminuant l’expression et la production de Dpp4 
responsable de sa dégradation. 
 
4 Impact de la perte de Hnf1α sur l’hormone Sst 
 
Par des expériences de qPCR, nous avons démontré que dans le jéjunum des 
animaux Hnf1α-/-, les niveaux d’expression du transcrit Sst étaient diminués à 4 mois 
comparativement aux souris contrôles.  Cette hormone intervient dans l’homéostasie du 
glucose en agissant sur la sécrétion d’insuline et de ghréline.  On a ainsi voulu renseigner 
l’effet de la perte de Hnf1α sur la modulation de la production de Sst et le cas échéant, 





Nous avons dans un premier temps mesuré les taux sérologiques de Sst chez nos 
souris mutantes et contrôles âgées de 4 mois à l’aide d’un test ELISA.  Chez les souris 
Hnf1α -/-, on note une diminution des taux de Sst circulante comparativement aux souris 




Figure 14 : Quantification de la Sst circulante et des niveaux d’expression du transcrit 
de la Sst dans le pancréas des animaux mutants et contrôles.  
A : Taux circulant de la Sst mesuré par ELISA à 4 mois dans le sérum des souris mises à 
jeun pendant 16 heures.  En blanc sont représentées les souris contrôles et en noir les souris 
Hnf1α-/- (n=5, *** ; p<0,001).  B : Expression du transcrit de la Sst dans le pancréas des 
animaux contrôles et Hnf1α-/-.  L’expression du gène est relativisée à 1 par rapport à celle 
du gène PBGD (n =10, *** ; p<0,001). 
 
Une autre des sources connues de Sst de l’organisme est assurée par les cellules 
pancréatiques δ.  Nous avons étudié les variations des niveaux d’expression du transcrit de 
la Sst dans le pancréas des souris contrôles et Hnf1α-/- par des qPCR sur des extraits 
d’ARNs totaux provenant de souris âgées de 4 à 6 mois.  On note une diminution des 
niveaux d’expression du transcrit de la Sst dans le pancréas des souris mutantes (0,2627 +/- 
0,07) (Figure 14 B).  Cette diminution suit la tendance retrouvée dans le jéjunum de ces 




























































5 Impact de la perte de Hnf1α sur l’hormone leptine 
 
La leptine est une hormone produite en grande partie par les adipocytes mais une 
partie de la production est également assurée par l’estomac.  Les souris Hnf1α-/- sont de 
petite taille et semblent dépourvues de graisse blanche.  La leptine est une hormone 
contrôlant la prise alimentaire.  Nous avons donc voulu établir si les taux circulants de cette 
hormone étaient modulés.  Des tests immunologiques de type ELISA à partir de sérums 
récoltés d’animaux âgés de 4 à 6 mois ont été effectués.  Les souris Hnf1α-/- présentent une 
diminution des taux de leptine circulante (1,828 +/- 0,3269 ng/mL) lorsque elles sont 
comparées aux souris contrôles (4,647 +/- 0,7768 ng/mL) (Figure 15 A).  Cependant, une 
quantification de l’expression des transcrits de la leptine au niveau de l’estomac ne révèle 




Figure 15 : Impact de la perte de Hnf1α sur l’hormone leptine.  
A : Quantification par test ELISA effectuée à partir de sérums issus d’animaux âgés de 4 à 
6 mois mis à jeun pour 16 heures (n=10, ** ; p<0,01).  B : Expression du gène codant pour 
la leptine dans l’estomac.  L’expression des transcrits du gène Ob a été mesurée par qPCR 
dans l’estomac de souris âgées de 4 à 6 mois.  L’expression du gène est relativisée à 1 par 
































































6  Impact de la perte de Hnf1α sur les hormones pancréatiques insuline et glucagon 
 
6.1 Modulations de l’insuline 
 
La ghréline, la SST et le GIP sont des régulateurs de la sécrétion de l’hormone 
pancréatique hypoglycémiante qu’est l’insuline, et cette dernière joue un rôle indispensable 
dans l’homéostasie du glucose.  Nous avons voulu étudier les modulations de l’insuline.  Il 
est connu que des mutations du gène HNF1A chez l’homme (Yamagata et al, 1996) et 
Hnf1 chez la souris mènent à une hyperglycémie.  Nous avons voulu dans un premier 
temps valider que notre modèle murin se comportait de manière analogue à ce qui avait été 
décrit par le passé. 
 
La mesure de la glycémie à jeun des souris mutantes et contrôles a permis de 
confirmer l’hyperglycémie due à la perte de Hnf1α (Figure 16 A).  En effet, quel que soit 
l’âge étudié, les souris Hnf1α-/- présentent une glycémie plus importante que les souris 
contrôles tel qu’il a été rapporté précédemment (Lee et al, 1998; Pontoglio et al, 1996).  
Des tests ELISA ont permis de corréler cette augmentation du glucose circulant à une 
diminution des taux d’insuline sérologique chez les souris mutantes comparativement aux 
souris contrôles à 1, 4 et 18 mois (Figure 16 B).  L’hyperglycémie est donc liée à une 
diminution des taux d’insuline circulante chez les animaux mutants.  Puisqu’il existe une 
controverse à savoir si les niveaux de transcrits de l’insuline sont affectés par la perte de 
Hnf1α (Parrizas et al, 2001; Pontoglio et al, 1998; Shih et al, 2001), nous avons quantifié 
les niveaux d’expression du transcrit Ins1 dans le pancréas des souris mutantes par rapport 
aux souris contrôles.  On observe une diminution importante et significative du transcrit 
chez les animaux mutants (0,11 +/- 0,04) comparativement aux animaux contrôles (Figure 
16 C).  Nous avons par la suite réalisé des immunofluorescences afin de comparer de façon 
qualitative si l’insuline était emmagasinée dans les cellules β pancréatiques chez les 
animaux mutants par rapport aux animaux contrôles.  Nous observons la présence de 
cellules β pancréatiques positives pour l’insuline chez les souris Hnf1α-/- comme on peut le 







Figure 16 : Mesure de la glycémie et de l’insuline chez les animaux Hnf1α-/-. 
A : Mesure de la glycémie à jeun à 1, 4 et 18 mois.  B : ELISA de l’insuline à 1, 4, et 18 
mois à partir du sérum pour, en blanc, les souris contrôles et en noir, les souris Hnf1α-/- 
(n=4 à 5, * ; p<0,05, ** ; p<0,01, *** ; p<0,001).  C : Quantification de l’expression du 















































































































































































































































































mesurée par qPCR dans le pancréas de souris âgées de 4 à 6 mois.  L’expression du gène 
est relativisée par rapport à celle de PBGD (n=9, *** ; p<0,001).  D : Immunofluorescences 
réalisées sur des coupes de pancréas chez des souris contrôles et souris Hnf1α-/- âgées de 4 à 
6 mois avec un anticorps dirigé contre l’insuline. Grossissement 20X. 
 
6.2 Impact de la perte de Hnf1α sur le glucagon 
 
Le glucagon est une hormone pancréatique qui, au contraire de l’insuline, est 
hyperglycémiante.  Tout comme pour l’insuline, nous avons tout d’abord quantifié cet 
acteur de l’homéostasie au niveau protéique chez nos souris mutantes pour effectuer une 
comparaison avec les souris contrôles.  Pour cela, nous avons réalisé un test 
immunologique de type ELISA chez des animaux âgés de 4 à 6 mois.  Nous n’observons 
aucune modification de la quantité de glucagon retrouvée dans le sang entre les animaux 
mutants et contrôles (Résultat non montré). 
 
7 Étude du métabolisme glucidique des souris Hnf1α-/- et de l’impact du traitement 
avec un antagoniste du récepteur à la ghréline GHSR1a 
 
Nous avons mis en évidence que les souris Hnf1α-/- présentaient des modulations 
d’hormones impliquées dans la régulation de la glycémie : l’insuline, hormone 
hypoglycémiante qui diminue conformément à ce qui a été rapporté dans les études 
précédentes, mais aussi l’incrétine Gip comme décrit par le passé chez les patients atteints 
de diabète de type 2.  La ghréline présente une augmentation de ses taux circulants et 
notamment la forme bioactive qui est connue pour stimuler l’appétit et inhiber la sécrétion 
d’insuline.  Dans un premier temps, nous avons entrepris d’étudier le comportement 
alimentaire de ces animaux puis, dans un second, nous avons voulu vérifier si cette 
augmentation de ghréline pouvait alors expliquer l’hyperglycémie des animaux mutants par 





7.1 Le traitement avec un antagoniste du récepteur à la ghréline permet une 
diminution de la glycémie chez les souris Hnf1α-/-. 
 
Puisque l’augmentation de la ghréline circulante chez les souris mutantes pourrait 
être la cause de leur hyperglycémie, nous avons entrepris de traiter celles-ci avec un 
antagoniste de la ghréline, soit le D-(Lys3)-GHRP6.  Ce composé agit directement sur le 
récepteur GHSR1 localisé à la surface des cellules β pancréatiques (Asakawa et al, 2003).  
Comme vu précédemment, les animaux Hnf1α-/- présentent une hyperglycémie avant la 
première injection du traitement à jour 0 (Figure 17 A).  Le traitement à l’antagoniste se 
traduit par une diminution progressive de la glycémie chez les animaux mutants et ce, dès 
48 heures après traitement, pour rejoindre un niveau de glycémie moyen comparable aux 
animaux contrôles en fin de traitement (Figure 17 A).  De plus, l’injection de l’antagoniste 
n’influence pas la glycémie des souris contrôles tout au long du traitement (Figure 17 A).  
Afin de déterminer si ce traitement était réversible à plus long terme, une cinétique de 
mesure de la glycémie a été effectuée chez les souris mutantes post-traitement avec 
l’antagoniste du récepteur de la ghréline.  Le traitement a été effectué durant 6 jours comme 
précédemment et les mesures de la glycémie ont été effectuées jusqu’à 17 jours post-
traitement.  On constate que l’arrêt du traitement avec l’antagoniste n’engendre pas un 
retour immédiat à l’hyperglycémie chez les souris mutantes mais plutôt une augmentation 
graduelle s’étalant sur une durée d’environ une semaine avant d’atteindre des niveaux 
comparables de glycémie à ceux mesurés avant le traitement (Figure 17 B).  Le traitement à 
l’antagoniste durant 6 jours permet donc une diminution de la glycémie et cette diminution 
semble donc persister dans le temps. 
 
Afin d’explorer les mécanismes physiologiques pouvant être responsables du 
rétablissement de la glycémie suite au traitement des souris Hnf1α-/- avec l’antagoniste, le 
niveau des hormones impliquées dans l’homéostasie du glucose a été mesuré.  Tout 
d’abord, le traitement des souris mutantes avec l’antagoniste montre une augmentation 
significative des niveaux circulants de l’insuline (1,08 +/- 0,04 ng/mL) comparativement 
aux souris mutantes traitées avec une solution saline ayant des taux d’insuline circulante 




aux niveaux circulant d’insuline observés chez les souris contrôles (voir Figure 16 B).  Les 
souris mutantes retrouvent donc une capacité accrue de sécrétion de l’insuline et ce, 
comparativement aux souris mutantes témoins ayant reçu des injections de saline. 
 
Nous avons également voulu mesurer les quantités de Gip circulant chez nos souris 
mutantes après traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline.  Les souris Hnf1α-/- qui 
ont reçu un traitement avec une solution saline présentent des taux de Gip circulant élevés 
(0,69 +/- 0,07 ng/mL) alors que celles ayant reçu le traitement à l’antagoniste voient leur 
taux de GIP circulant diminuer (0,21 +/- 0.04 ng/mL) (Figure 17 D).  Pareillement à ce qui 
est observé avec l’insuline, ces niveaux deviennent comparables aux niveaux circulant de 






Figure 17 : Modulation de la glycémie, des taux circulant d’insuline et de GIP au 
cours du traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline GHSR1a. 
A : Le suivi de la glycémie est fait à heure fixe, tous les matins, à l’aide d’un glucomètre.  
Le traitement à l’antagoniste est effectué 2 fois par jour à raison de 200 nmoles par souris 
mutantes et contrôles durant 6 jours chez des souris âgées de 4 à 6 mois (n=6) (Test 
statistique 2way ANOVA : **** ; p<0,0001).  B : Test de récupération des souris Hnf1α-/- 



























































































































































après un traitement à l’antagoniste du récepteur GHSR1a.  Les flèches indiquent 
l’administration du traitement pendant les 6 jours.  C : Détermination des taux d’insuline 
circulante chez les souris Hnf1α-/- traitées avec l’antagoniste au récepteur à la ghréline et 
ceux des souris Hnf1α-/- traitées avec une solution saline.  Après un traitement à 
l’antagoniste du récepteur à la ghréline ou à la saline utilisée comme témoin durant 6 jours, 
le sang des animaux est récupéré chez les deux groupes de souris mis à jeun durant 16 
heures et utilisé pour doser par ELISA l’insuline (n=10, **** ; p<0,0001).  D : 
Détermination des taux de Gip circulant chez les souris Hnf1α-/- traitées avec l’antagoniste 
au récepteur à la ghréline et ceux des souris Hnf1α-/- traitées avec une solution saline.  
Après un traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline ou à la saline durant 6 jours, 
le dosage du Gip est effectué par ELISA à partir du sang des animaux mis à jeun durant 16 
heures (n=10, **** ; p<0,0001). 
 
7.2 Les souris Hnf1α-/- ont une prise alimentaire qui augmente et présentent des 
symptômes diabétiques 
 
Nous avons utilisé des cages métaboliques pour mesurer certains paramètres reliés 
au métabolisme incluant la prise de nourriture, de boisson, le volume des fèces et la 
production d’urine.  Les souris individuellement distribuées dans les cages ont été nourries 
ad libitum.  Premièrement, nous avons observé que les souris mutantes consomment 1,60 
fois plus de nourriture que les souris contrôles (Figure 18 A).  Les souris mutantes 
produisent aussi plus de fèces que les souris contrôles, avec une augmentation significative 
de près de 1,71 fois (Figure 18 B).  Les souris Hnf1α-/- présentent un débit de prise de 
boisson augmenté et significatif de 1,97 fois plus important que les souris contrôles (Figure 
18 C).  Enfin, nous avons mesuré le volume des urines, ou polyurie, des animaux.  Les 
résultats montrent que le volume des urines est significativement augmenté de 1,77 fois 
chez les animaux mutants comparativement aux contrôles (Figure 18 D).  La polydipsie, de 
même que la polyurie accrues chez les animaux Hnf1α-/- abondent dans le sens de l’état 








Figure 18 : Détermination de la prise alimentaire, de la prise de boisson et des 
quantités de fèces et d’urines chez les souris mutantes et contrôles. 
Les expériences sont effectuées dans des cages métaboliques où l’animal est seul, avec 
nourriture et boisson ad libitum.  Les selles et les urines sont récupérées à heure fixe 
quotidiennement le matin.  Les résultats présentés sont obtenus en faisant la moyenne des 
données et divisés par la masse de l’animal chaque jour, durant 6 jours (n=6).  A : ratios des 
moyennes de la prise alimentaire en grammes de nourriture par rapport aux masses des 
souris en grammes.  B : ratios de la masse des fèces en grammes par rapport aux masses des 
souris.  C : ratios des moyennes de la prise de boisson en mL d’eau par rapport aux masses 
des souris.  D : ratios des moyennes du volume en mL des urines par rapport aux masses 





















































































































Afin de vérifier si le traitement avec l’antagoniste pouvait influer sur les paramètres 
métaboliques tels que mesurés précédemment, des traitements avec l’antagoniste au 
récepteur à la ghréline ont été effectués dans un contexte de cages métaboliques.  Au début 
du traitement, comme vu précédemment (Figure 18 A), les souris Hnf1α-/- consomment de 
plus grandes quantités de nourriture que les souris contrôles (Figure 19 A).  Après 6 jours 
de traitement, les souris mutantes et les souris contrôles ne présentent pas de différence 
significative au niveau de leur prise alimentaire.  On note également que les souris 
mutantes ne modifient pas leur prise alimentaire avant et après traitement.  Avant traitement 
les souris mutantes défèquent plus que les souris contrôles (Figure 19 B).  Après le 
traitement il n’y a pas de différence entre les quantités de fèces des souris Hnf1α-/- et les 
souris contrôles. 
 
La mesure de la prise de boisson révèle que les animaux mutants traités avec 
l’antagoniste du récepteur diminuent significativement leur consommation de 1,51 fois 
entre le début et la fin du traitement (Figure 19 C).  Les animaux diabétiques boivent donc 
moins suite au traitement.  La mesure du volume des urines révèle que les souris Hnf1α-/- 
urinent moins en fin de traitement comparativement au début du traitement (Figure 19 D).  
Il est à noter qu’aucune modification significative des paramètres métaboliques mesurés 








Figure 19 : Suivi de la prise alimentaire, de la quantité de fèces, de la prise de boisson 
et du volume des urines avant et en fin de traitement à l’antagoniste du récepteur à la 
ghréline GHSR1a. 
Les quantités de nourriture ingérées par les souris Hnf1α-/- mutantes et contrôles ont été 
mesurées dans des cages métaboliques.  Les résultats présentés sont obtenus en faisant la 
moyenne des données et divisés par la masse de l’animal chaque jour, durant 6 jours.  A : 
ratios des moyennes de la prise alimentaire en grammes de nourriture par rapport aux 
masses des souris en grammes.  B : ratios de la masse des fèces en grammes par rapport aux 
masses des souris.  C : ratios des moyennes de la prise de boisson en mL d’eau par rapport 
aux masses des souris.  D : ratios des moyennes du volume en mL des urines par rapport 
aux masses des souris (n=6,* ; p<0.05, ** ; p<0.01). 
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7.3 Test de tolérance au glucose par injection intrapéritonéale après traitement à 
l’antagoniste du récepteur à la ghréline 
 
Nous avons voulu par la suite évaluer le niveau de tolérance des souris mutantes 
traitées avec l’antagoniste suite à un stress glycémique occasionné par l’injection 
intrapéritonéale d’une solution de glucose.  Nous avons, dans un premier temps, effectué un 
traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline sur 4 groupes de 5 souris : un groupe de 
souris Hnf1α-/- et un groupe contrôle tous traités avec l’antagoniste, un groupe de souris 
Hnf1α-/- et un groupe contrôles injectés avec une solution de saline.  Après 6 jours de 
traitement, nous avons injecté du D-glucose à raison de 2 g/kg de poids corporel pour 
chaque groupe d’animaux préalablement mis à jeun pendant une période de 16 heures.  La 
glycémie a été mesurée aux temps 0, 15, 30, 60 et 120 minutes post-injection. 
 
On note que les souris mutantes traitées avec l’antagoniste au récepteur présentent 
une glycémie d’environ 7 mmol/L contre une glycémie de 11,86 mmol/L chez les souris 
mutantes traitées avec une solution saline (Figure 20 A).  Les souris contrôles traitées avec 
l’antagoniste ou la solution de saline ne présentent pas de différence entre elles (Figure 20 
A).  Les souris contrôles appartenant aux 2 groupes réagissent de la même manière à 
l’injection intrapéritonéale de glucose, montrant un même profil d’induction avec un 
maximum de glycémie atteint après 15 minutes et presque parfaitement superposable.  Les 
animaux Hnf1α-/- traités avec une solution de saline montrent un maximum de glycémie 
après 15 minutes suivant l’injection qui atteint 23,92 mmol/L de glucose circulant.  Les 
souris Hnf1α-/- traitées avec l’antagoniste présentent un maximum également à 15 minutes 
mais atteignant seulement 17,86 mmol/L.  Au bout de 120 minutes, les souris mutantes 
traitées avec l’antagoniste voient leur glycémie redescendre à 8,36 mmol/L alors que celles 
traitées avec une solution de saline affichent une glycémie constante et très élevée au 
niveau moyen de 19,58 mmol/L.  Les animaux mutants ayant reçu le traitement à 
l’antagoniste du récepteur à la ghréline montrent donc ici une meilleure tolérance au 





La tolérance au glucose a été évaluée en procédant au calcul de l’aire sous la courbe 
de chaque groupe sur 120 minutes (Figure 20 B).  Les souris Hnf1α-/- traitées avec une 
solution de saline présentent une aire sous la courbe la plus élevée indiquant que ces souris 
ont une tolérance au glucose moins importante que les souris Hnf1α-/- traitées à 
l’antagoniste et que les souris contrôles traitées avec l’antagoniste ou traitées avec une 
solution de saline.  Par ailleurs, on ne dénote pas de différence significative entre les 2 
groupes de souris contrôles (Figure 20 B).  De même, on ne dénote pas de différence entre 
les souris Hnf1α-/- traitées avec l’antagoniste au récepteur à la ghréline et les souris 
contrôles traitées ou non avec l’antagoniste montrant que les souris mutantes ayant reçu le 








Figure 20 : Tolérance au glucose après traitement avec l’antagoniste du récepteur à la 
ghréline GHSR1a. 
A : Test de tolérance au glucose administré par injection intrapéritonéale.  Après traitement 
de 6 jours avec l’antagoniste ou une solution de saline, les souris sont mises à jeun durant 
16 heures, puis injectées avec une solution de D-Glucose pour avoir une concentration 
finale de 2 g/kg de souris.  La glycémie est prise à 0, 15, 30, 60 et 120 minutes à l’aide d’un 
glucomètre.  B : Évaluation de l’aire sous la courbe suivi d’un test One Way ANOVA (n=5, 
** ; p<0,01, *** ; p<0,001).  C : Suivi des taux d’insuline circulante lors du test de 
tolérance au glucose.  Un dosage par test ELISA de l’insuline fut réalisé à 30, 60 et 120 























































































































































minutes après l’injection intrapéritonéale de D-glucose à raison de 2 g/kg de poids corporel.  
La récolte des sangs s’est effectuée par ponction au niveau la veine faciale à 30 et 60 
minutes puis ponction cardiaque à 120 minutes.  D : Suivi des taux d’insuline circulante 
lors du test de tolérance au glucose.  Un ELISA Gip réalisé à 30 et 120 minutes après 
injection intrapéritonéale de D-glucose 2 g/kg de souris, récolte de sang par ponction par la 
veine faciale à 30 minutes puis ponction cardiaque à 120 minutes. (n=5, * ; p<0,05, ** ; 
p<0,01, *** ; p<0,001, **** ; p<0,0001). 
 
Lors du test de tolérance au glucose, nous avons également effectué des 
prélèvements sanguins à 30, 60 et 120 minutes permettant de récupérer assez de sérums 
nécessaires pour effectuer le dosage de l’insuline par ELISA.  Les souris contrôles traitées 
avec l’antagoniste ou encore avec une solution de saline ne présentent aucune différence 
significative dans les quantités de d’insuline circulante après 30, 60 et 120 minutes (Figure 
20 C).  Dans le cas des souris Hnf1α-/-, on observe des différences notables en fonction de 
la nature du traitement.  La comparaison des taux d’insuline des souris mutantes traitées à 
l’antagoniste du récepteur à la ghréline avec les taux d’insuline des souris mutantes 
injectées avec une solution de saline démontre une meilleure sécrétion d’insuline suite au 
stress glycémique et ce, quel que soit le temps analysé (Figure 20 C).  Les souris Hnf1α-/- 
ayant reçu des injections de saline ne présentent qu’un faible taux circulant d’insuline à 
tous les temps analysés (Figure 20 C). 
 
En parallèle, nous avons aussi déterminé les taux de Gip circulant dans ce contexte.  
Les souris contrôles prétraitées avec la saline présentent des taux de Gip circulant qui 
diminuent entre 30 et 120 minutes suivant l’injection de glucose (Figures 20 D).  Nous 
observons une diminution significative pour les animaux contrôles traités à l’antagoniste à 
30 minutes après injection de glucose comparativement aux souris contrôles ayant été 
traitées avec une solution de saline, alors qu’à 120 minutes, on ne dénote pas de différence 
entre les animaux contrôles traités ou non avec l’antagoniste (Figure 20 D).  Les animaux 
Hnf1α-/- qui ont été prétraités avec une solution de saline puis injectés avec la solution de 
glucose présentent des taux de Gip circulant élevés et constants à 30 et 120 minutes (Figure 




solution de glucose présentent des taux de Gip circulant diminués en comparaison avec les 
animaux mutants traités avec une solution de saline (Figure 20 D).  Ces animaux mutants 
traités avec l’antagoniste voient leurs taux de Gip diminués entre 30 et 120 minutes après le 
choc glycémique.  A 120 minutes après injection de glucose, les souris Hnf1α-/- traités avec 
l’antagoniste ont des taux de Gip circulant comparables à ceux des souris contrôles avant le 
choc glycémique (Figure 20 D). 
 
7.4 La glycosurie des animaux Hnf1α-/- est rétablie après le traitement à 
l’antagoniste au récepteur à la ghréline 
 
Le traitement à l’antagoniste ayant un effet sur la glycémie des souris mutantes, 
nous avons décidé d’étudier la glycosurie de ces animaux en mesurant la concentration en 
glucose des urines des souris Hnf1α-/-.  La majorité des animaux mutants présentent une 
glycosurie spontanée sans le traitement à l’antagoniste (Figure 21).  En effet, 5 animaux sur 
6 ont présenté une concentration urinaire en glucose supérieure à 2,8 mmoles/L.  Au bout 
de 6 jours de traitement, 5 animaux sur 6 ont vu leur glycosurie réduite en dessous de 2,8 
mmoles/L, valeur correspondant à la quantité de glucose urinaire normalement observée 




Figure 21 : Détermination de la glycosurie chez les souris Hnf1α-/- avant et après 




La mesure de la glycosurie en mmol/L est effectuée à l’aide de bandelettes Chemstrip.  En 
blanc, sont représentées les concentrations en glucose retrouvées dans les urines avant 
traitement avec l’antagoniste du récepteur GHSR1a, et en rouge, après un traitement de 6 
jours (n=6). 
 
8 La régulation potentielle du gène de la ghréline par Hnf1α 
 
Nous avons pu observer que la perte de Hnf1α chez les souris entrainait une 
dérégulation des taux des hormones ghréline, insuline et Sst circulantes.  Pour ce qui est de 
la ghréline, nous avons démontré que cette augmentation de ghréline active était corrélée à 
une augmentation des niveaux d’expression du gène codant pour la ghréline.  Nous avons 
donc émis l’hypothèse que ce facteur de transcription jouait un rôle de répresseur 
transcriptionnel vis à vis du gène ghréline. 
 
8.1 Validation du modèle et des outils cellulaires 
 
Dans un premier temps, nous avons mené des expériences visant à réduire 
l’expression de la protéine Hnf1α par interférence à l’ARN dans la lignée de cellules β 
pancréatiques issues d’un insulinome, soit les cellules MIN6.  Le choix de cette lignée 
cellulaire est justifié par le fait qu’elle est une des rares lignées à exprimer la ghréline, la 
Sst et l’insuline.  De plus, nous avons observé une relevance dans la perte d’expression de 
Hnf1α et l’expression de ces gènes dans le pancréas de la souris.  L’intégration d’un 
shRNA spécifique à Hnf1α (shHnf1α) dans les cellules MIN6 a permis une réduction 
significative du niveau d’expression des transcrits de Hnf1α de plus de 3,98 fois 
comparativement à celui des cellules infectées avec un shNT contrôle (Figure 22 A).  Cette 
réduction a eu pour effet de réduire de façon drastique le niveau protéique de Hnf1α tel que 
révélé par immunobuvardages (Figure 22 B). 
 
Nous avons donc par la suite étudié l’impact de cette réduction sur les niveaux 




de Hnf1α s’accompagne d’une surexpression du transcrit de la ghréline (Figure 22 C).  
Cependant, les transcrits de l’insuline et de la Sst ne sont pas modulés significativement en 
absence de Hnf1α (Figures 22 D et E).  Hnf1α apparaît donc comme un répresseur potentiel 







Figure 22 : Réduction du transcrit et de la protéine Hnf1α par l’utilisation de shRNA 
dans les cellules MIN6 et impacts de la réduction de l’expression de Hnf1α sur les 




















































































































Suite à l’infection avec des lentivirus permettant d’exprimer des ARNs interférents dirigés 
contre le messager de Hnf1α, les cellules MIN6 ont été sélectionnées durant 7 jours.  A : 
Les ARNs totaux ont été extraits, l’expression du transcrit Hnf1α a été évaluée par qPCR.  
L’expression du gène est relativisée à 1 par rapport à celle du gène TBP (n=6, **** ; 
p<0,0001).  B : Les protéines totales des cellules MIN6 ont été extraites puis ont servi à 
réaliser un immunobuvardage permettant de visualiser Hnf1α de même que l’actine comme 
référence.  Les ARNs totaux ont été extraits et l’expression des transcrits de la ghréline (C), 
de l’insuline (D) et de la somatostatine (E) a été évaluée par qPCR.  L’expression des gènes 
est relativisée par rapport à celle du gène TBP. (n=6, ** ; p<0,01). 
 
8.2 Le facteur de transcription Hnf1α interagit physiquement avec le promoteur du 
gène ghréline in cellulo et est associé à un état réprimé de la chromatine 
 
Afin de prédire un rôle potentiel du facteur de transcription Hnf1α sur la régulation 
transcriptionnelle de l’hormone ghréline, nous avons réalisé une étude in silico en utilisant 
le logiciel bioinformatique Matinspector (Genomatix© Software GmbH 2013, 
http://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_help.html, consulté 
le 3 Mars 2013).  Nous voulions ainsi explorer si Hnf1α pouvait interagir physiquement 
avec le promoteur du gène de la ghréline.  Une analyse centrée sur les 2500 nucléotides 
situés en amont du site initiateur de la transcription de la ghréline murine a prédit la 
présence de 10 sites indépendants de liaison pour  Hnf1α (Figures 23 A et B). 
 
Nous avons par la suite réalisé des expériences d’immunoprécipitation de la 
chromatine pour mesurer le potentiel d’interaction de Hnf1α avec le promoteur de la 
ghréline.  Les cellules MIN6 infectées avec un lentivirus shHnf1α et sélectionnées ont servi 
de contrôle de spécificité pour l’immunoprécipitation de Hnf1α alors que les cellules ayant 
intégré un lentivirus shNT contrôle ont été utilisées comme référence pour l’interaction.  
Suite à l’immunoprécipitation de la chromatine à l’aide d’un anticorps dirigé contre le 
facteur de transcription Hnf1α, nous avons amplifié par qPCR 5 régions indépendantes de 
la ghréline (numérotés de 1 à 5) et couvrant les 10 sites de liaison prédits (Figure 23 A).  




et 5 contenant respectivement les sites 1-2, 4-5, 6 et 7-8-9-10 (Figure 23 C).  Ce facteur de 
transcription peut alors être recruté au niveau de la région promotrice du gène codant pour 
la ghréline.  Il est à noter qu’une forte réduction de l’expression de Hnf1α dans les cellules 
shHnf1α n’a pas mené à un enrichissement de ces régions respectives supportant donc une 
certaine spécificité de l’approche en question (Figure 23 C). 
 
Afin de documenter l’état de l’activité relative de la chromatine en fonction de la 
présence ou absence de Hnf1α, nous avons utilisé des anticorps dirigés contre l’état de 
méthylation de l’histone H3.  L’immunoprécipitation de l’état triméthylé de la lysine en 
position 27 de l’histone H3, une marque de répression transcriptionnelle, a révélé un 
enrichissement significatif des régions situées dans l’entourage du recrutement du 
complexe transcriptionnel dans les cellules MIN6 shNT exprimant Hnf1α.  A l’inverse, 
cette même immunoprécipitation dans les cellules MIN6 shHnf1α, où l’expression de 
Hnf1α est fortement réduite, résulte en une réduction significative de l’état méthylé de cette 
lysine associé à la chromatine réprimée (Figure 23 D). 
 
D’autre part, l’immunoprécipitation de l’état triméthylé de la lysine en position 36 
de l’histone H3, une marque d’activation transcriptionnelle, a révélé un enrichissement 
significatif des régions situées dans l’entourage du recrutement du complexe 
transcriptionnel chez les cellules MIN6 shHnf1α, soit dépourvues de Hnf1α, par rapport 
aux cellules shNT exprimant la protéine Hnf1α.  Ainsi, l’état de méthylation de l’histone 
H3 dans la région promotrice du gène de la ghréline varie en fonction de la présence de 








Figure 23 : Le facteur de transcription Hnf1α interagit physiquement avec le 
promoteur du gène ghréline in cellulo et réprime la transcription du gène en 






















































































































région A région B
Site 1 CAGGTTAACAAACACCA Site 6 GGCAGGTCGTTAAGATA 
Site 2 GCTGCCAGGTTAACAAA Site 7 ACAGTTAAATATGGTCA 
Site 3 GCCCCTAACTAGACATC Site 8 ACCTAACAGTTAAATAT 
Site 4 TCTAGATAGTTAGCAAC Site 9 GTTGTTAACCACACATT 
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A : Schéma de la répartition des sites de liaison du facteur de transcription Hnf1α et des 
régions amplifiées lors des expériences de qPCR sur la région de 2500 nucléotides situés en 
amont du site d’initiation de la transcription du gène murin codant pour la ghréline obtenus 
par le logiciel bioinformatique Matinspector de Genomatix.  B : Séquences des sites Hnf1α  
prédits.  C : Immunoprécipitation de la chromatine mettant en évidence les sites de liaison 
d’Hnf1α sur les 2500 premiers nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription 
du gène ghréline.  Suite à l’infection avec des lentivirus permettant d’exprimer des ARNs 
interférents dirigés contre le messager d’Hnf1α, shHnf1α, ou un shNT ne ciblant aucun 
messager, les cellules MIN6 ont été sélectionnées durant 7 jours.  Les expériences 
d’immunoprécipitation de la chromatine ont été réalisées avec un anticorps reconnaissant 
Hnf1α.  La liaison de Hnf1α a été évaluée par qPCR (n=3).  D : Méthylation répressive de 
la chromatine en absence de Hnf1α.  Suite à l’infection avec des lentivirus permettant 
d’exprimer des ARNs interférents dirigés contre le messager d’Hnf1α, shHnf1α, ou un 
shNT ne ciblant aucun messager, les cellules MIN6 ont été sélectionnées durant 7 jours.  
Les expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont été réalisées avec un anticorps 
H3K27me3.  La présence de la méthylation a été évaluée par qPCR (n=5).  E : Méthylation 
répressive de la chromatine en absence de Hnf1α.  Suite à l’infection avec des lentivirus 
permettant d’exprimer des ARNs interférents dirigés contre le messager d’Hnf1α, shHnf1α, 
ou un shNT ne ciblant aucun messager, les cellules MIN6 ont été sélectionnées durant 7 
jours.  Les expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont été réalisées avec un 
anticorps H3K36me3.  La présence de la méthylation a été évaluée par qPCR (n=4) (* ; 






HNF1α est un régulateur de gènes intestinaux (Boudreau et al, 2001).  
Précédemment, il a été démontré que la perte du facteur de transcription Hnf1α, chez la 
souris, occasionnait des dysfonctionnements au niveau du foie, du pancréas et des reins, 
alors que l’homéostasie intestinale n’était pas altérée (Bosse et al, 2006; D'Angelo et al, 
2010; Lee et al, 1998; Pontoglio et al, 1996; Shih et al, 2001).  Une étude démontre que la 
perte de Hnf1α et de son partenaire Hnf1β étaient toutes deux nécessaires pour altérer les 
fonctions de l’épithélium intestinal (D'Angelo et al, 2010). 
 
Dans une étude antérieure, notre laboratoire a mis en évidence des modulations de 
l’architecture et des fonctions intestinales occasionnées par la perte de Hnf1α (Lussier et al, 
2010).  Les différences constatées avec les études des autres groupes pourraient être dues à 
l’âge des souris étudiées.  En effet, la majorité de nos observations sont réalisées chez des 
souris adultes, contrairement aux autres études effectuées sur des souris plus jeunes.  Or 
l’expression de Hnf1α est interrompue de la naissance à la fin de l’allaitement dans 
l’épithélium intestinal chez la souris, puis reprend (Boudreau et al, 2002; Lussier et al, 
2010), ce qui pourrait expliquer la non altération des fonctions intestinales telles que 
rapportées pour cet âge (Bosse et al, 2006; D'Angelo et al, 2010; Lee et al, 1998; Pontoglio 
et al, 1996; Shih et al, 2001). 
 
Nos observations attribuent un rôle pour Hnf1α dans les processus de production de 
divers sous-types de cellules entéroendocrines.  En effet, nous avons observé une 
diminution de la chromogranine A tant au niveau du nombre de cellules qu’au niveau de 
l’ARNm (Lussier et al, 2010), un marqueur communément utilisé pour les cellules 
entéroendocrines, (Lussier et al, 2010).  Ce marqueur endocrinien semble apparaître au 
cours du développement embryonnaire et il est co-exprimé avec la majorité des hormones 
produites par l’intestin comme le Gip et la Sst (Mellitzer et al, 2010; Piper et al, 2004).  En 
ce qui concerne la ghréline, celle-ci n’est pas co-exprimée avec la chromogranine A 
(Gronberg et al, 2008).  Une étude relate également que Pten régulerait positivement 




niveau de certaines co-localisations contrairement à notre étude et à celle du groupe de 
Gradwohl (Roy et al, 2012).  Nous pourrions étudier les modulations de Pten chez nos 
souris mutantes et ainsi renseigner s’il existe une corrélation entre la présence de Pten et 
celle de ce marqueur entéroendocrinien. 
 
Les niveaux d’expression du transcrit Glp-1 ne varient pas entre les souris mutantes 
et les souris contrôles, que ce soit à la naissance ou à l’âge de 4 mois dans le jéjunum.  Or, 
le Glp-1 est une hormone principalement sécrétée par les cellules L au niveau de la partie 
distale de l’intestin, notamment l’iléon et le côlon (Doyle et Egan, 2007).  Il serait donc 
envisageable d’étudier les niveaux d’expression de ce transcrit dans ces segments de 
l’intestin et d’observer les modulations entre animaux mutants et contrôles.  Des essais 
préliminaires n’ont pas permis de déceler de variations de la protéine Glp-1 dans le sang 
entre les animaux mutants et les animaux contrôles (Résultat non montré).  Cependant, les 
méthodes de prélèvement et de dosage sont critiquables dans le cas de cette hormone très 
instable et nous considérons nos résultats comme étant jusqu’à maintenant inexploitables.   
 
Le transcrit de la somatostatine est, quant à lui, diminué seulement à 4 mois chez les 
souris Hnf1α-/- et ne varie pas de manière significative à la naissance.  Comme évoqué 
précédemment, l’absence de modulation du transcrit à la naissance pourrait être due à 
l’interruption de l’expression de Hnf1α de la naissance au sevrage (Boudreau et al, 2002).  
On pourrait aussi penser qu’un phénomène de compensation par un autre acteur pourrait 
être à l’œuvre comme par exemple le facteur de transcription Hnf1β pouvant remplacer 
Hnf1α (Gu et al, 2006).  Il existe un lien transcriptionnel entre Hnf1α et la somatostatine.  
En effet, Hnf1α régule le facteur de transcription Pax4 qui est un progéniteur essentiel à 
l’établissement des cellules β et δ pancréatiques (Smith et al, 2003; Smith et al, 2000; Sosa-
Pineda et al, 1997).  Pax4 est exprimé dans l’intestin grêle (Larsson et al, 1998).  Ainsi la 
perte de Hnf1α pourrait moduler l’expression de Pax4 et cela modulerait à son tour 
l’expression de la somatostatine.  Nous pourrions ainsi renseigner les niveaux d’expression 





Une analyse bioinformatique préliminaire du promoteur du gène codant pour la 
somatostatine a permis de prédire 7 sites de liaison de Hnf1α sur les 1300 premiers 
nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription, suggérant ainsi que Hnf1α 
pourrait également réguler directement le gène somatostatine (Résultat non montré).  Nous 
pourrions mener une étude du promoteur du gène codant pour la somatostatine pour 
déterminer s’il y a un lien physique entre notre facteur de transcription d’intérêt et le 
promoteur de cette hormone.  
 
Nous avons effectué un dosage de l’hormone circulante par test ELISA et nous 
avons remarqué une diminution des taux de somatostatine plasmatique chez nos animaux 
mutants en comparaison à nos animaux contrôles.  Ainsi la perte de Hnf1α s’accompagne 
d’une diminution de somatostatine sécrétée.  Nous avons voulu ainsi visualiser la 
population de cellules produisant cette hormone au niveau du jéjunum mais sans succès.  
En effet nous n’avons pas pu observer, ni décompter de cellules somatostatine positives 
chez les souris mutantes.  Puisque la production de la somatostatine ne se limite pas 
seulement qu’à l’intestin et ne sachant pas si notre anticorps dirigé contre cette hormone ou 
nos conditions d’immunofluorescence étaient adéquates, nous avons décidé de réaliser ce 
marquage dans un tissu reconnu pour produire de la somatostatine soit le pancréas.  Nous 
avons pu voir la population de cellules productrices de somatostatine dans les cellules δ des 
îlots de Langerhans (Figure supplémentaire 1).  Visuellement on ne dénote pas de 
différence entre les souris Hnf1α-/- et les souris contrôles.  Par la suite nous avons entrepris 
de quantifier les niveaux d’expression du transcrit somatostatine au niveau pancréatique.  
Nous avons observé une diminution des niveaux d’expression du transcrit dans le pancréas 
des animaux mutants comparativement aux animaux contrôles.  La perte de Hnf1α altère 
donc les niveaux d’expression du transcrit également dans le pancréas.  Pour réconcilier les 
expériences d’immunofluorescences et de qPCR, il faut noter que l’utilisation du 
microscope à notre disposition ne permettait peut être pas d’apprécier une modulation fine 
du contenu protéiques des cellules δ.  Cette approche ne permet d’apporter qu’une 
information qualitative, il faudrait alors utiliser des concentrations plus limitantes 
d’anticorps et utiliser la microscopie confocale et procéder à des études morphométriques 




également être complétées par des tests ELISA au niveau de l’organe en tant que tel et ainsi 
quantifier le contenu protéique. 
 
La somatostatine, essentiellement d’origine pancréatique, peut également jouer un 
rôle dans la régulation de la sécrétion de l’insuline ainsi que du glucagon dans les îlots de 
Langerhans et ce, de manière paracrine et ainsi intervenir dans le métabolisme du glucose 
(Barnett, 2003).  La somatostatine a également été décrite comme pouvant inhiber la 
sécrétion de ghréline (Broglio et al, 2002), s’apparentant au phénotype hyperglycémique 
des souris mutantes.  On pourrait donc envisager que la diminution de la somatostatine 
circulante puisse concourir à l’établissement d’une hyperglycémie chez nos animaux 
mutants par altération directe ou indirecte de la sécrétion d’insuline.  Dans une étude 
préliminaire, nous avons traité les souris mutantes et contrôles avec de la somatostatine ss-
14 et nous n’avons trouvé aucune modification de la sécrétion de ghréline ni de modulation 
de la glycémie.  La somatostatine doit jouer un rôle sur les sécrétions d’insuline et de 
ghréline essentiellement de manière paracrine au niveau des îlots pancréatiques et non 
systémique, comme lors de l’injection de l’hormone de manière sous-cutanée (Stange et al, 
1984).  L’ajout de somatostatine à nos animaux mutants ne permettrait donc pas de lutter 
contre l’hyperglycémie et ne présente donc pas d’intérêt thérapeutique dans l’état actuel des 
choses.  Nous avons donc décidé de ne pas privilégier un traitement visant à rétablir les 
taux de somatostatine chez nos animaux mutants. 
 
À la naissance tout comme à 4 mois, les souris Hnf1α-/- présentent une diminution 
significative des niveaux d’expression du transcrit Gip, de même qu’une diminution du 
nombre de cellules Gip positives au niveau du jéjunum des animaux mutants 
comparativement aux animaux contrôles.  La diminution significative de Gip à un jour, 
malgré l’absence normale de Hnf1α de la naissance au sevrage peut s’expliquer par 
l’absence de compensation par un autre régulateur comme Hnf1β.  Cette hormone, 
stimulant la sécrétion d’insuline, est produite principalement par les cellules K de la portion 
proximale de l’intestin (duodénum et jéjunum) (Buffa et al, 1975).  Des expériences 
préliminaires de qPCR effectuées dans le duodénum chez des souris âgées de 4 mois 




Gip chez les souris mutantes comparativement aux souris contrôles (Résultat non montré).  
Paradoxalement, nous avons observé une augmentation de cette hormone dans le sang et ce 
à 1, 4 et 18 mois chez les souris Hnf1α-/- en comparaison avec les souris contrôles.  Ces 
observations rappellent celles observées chez des patients atteints de diabète de type 2.  En 
effet, des études relatent, chez certains patients, un défaut de sécrétion d’insuline et des 
taux de GIP circulant à la hausse (Theodorakis et al, 2004; Vollmer et al, 2008).  Certains 
auteurs ont avancé que l’effet incrétine du GIP était réduit ou encore perdu chez ces 
patients.  Pour expliquer cela, deux courants de pensée sont établis.  Pour certains auteurs, 
cette diminution de l’effet insulinotropique de GIP est attribuée à une désensibilisation des 
récepteurs au GIP, les GIPR à la surface des cellules β pancréatiques (Tseng et al, 1996).  
D’autres s’orientent plutôt vers une réduction de l’expression des GIPRs dans ces mêmes 
cellules (Holst et al, 1997; Zhou et al, 2007). 
 
Nous avons décidé d’envisager deux aspects pour étudier les modulations 
protéiques de Gip au niveau de notre modèle murin.  En premier lieu, nous avons pensé que 
le Gip véhiculé dans le sang, malgré l’expression du transcrit diminuée et un nombre de 
cellules Gip positives à la baisse dans le jéjunum, pouvait être accumulé car non dégradé de 
façon adéquate par une diminution de l’enzyme dipeptidyl peptidase 4 (Dpp4).  En effet, il 
a été établi que le Gip, tout comme Glp-1, pouvait être rapidement dégradé par la Dpp4.  
Cette dernière va cliver les 2 premiers acides aminés de Gip en seulement 1 à 2 minutes 
chez la souris pour donner une forme tronquée de Gip qui sera alors inactive (Deacon et al, 
2000).  Nous avons quantifié les niveaux d’expression du transcrit Dpp4 par qPCR dans le 
jéjunum des souris Hnf1α-/- et contrôles pour mettre en évidence une diminution de 
l’expression du transcrit Dpp4 chez les souris mutantes.  In vitro, il a été démontré que 
HNF1α était un activateur transcriptionnel de la DPP4 dans les cellules Caco-2 (Erickson et 
al, 2000).  Cela a été conforté plus récemment chez la souris, où la perte de Hnf1α 
s’accompagnait d’une diminution des niveaux d’expression du gène Dpp4 (D'Angelo et al, 
2010). 
 
Nous avons procédé à l’analyse des taux de Dpp4 plasmatiques par test ELISA et 




circulante.  On peut donc penser que les forts taux de Gip circulant peuvent s’expliquer en 
partie par un problème de dégradation par la Dpp4 diminuée dans les souris Hnf1α-/-. 
 
En deuxième lieu nous avons voulu voir si la perte de Hnf1α pouvait, chez la souris 
mutante, diminuer le nombre de récepteurs au Gip, Gipr, à la surface des cellules β 
pancréatiques et donc baisser le pouvoir insulinotropique du Gip.  Pour réaliser cela, nous 
avons effectué des expériences de qPCR au niveau d’extraits pancréatiques chez les 
animaux.  Les résultats préliminaires ne montrent pas de diminution significative de 
l’expression du transcrit Gipr dans le pancréas des souris Hnf1α-/- comparativement aux 
souris contrôles (Figure supplémentaire 2). 
 
La perte de Hnf1α entraîne une diminution de la protéine leptine dans le sang.  La 
leptine peut trouver son origine dans la graisse blanche essentiellement, mais aussi la 
graisse brune et des études relatent sa production par l’estomac (Bado et al, 1998; Denver 
et al, 2011; Moinat et al, 1995; Raucci et al, 2013; Sobhani et al, 2000).  La diminution de 
la leptine circulante chez nos animaux mutants pourrait être attribuée à l’apparente 
diminution de la quantité de masse adipeuse des animaux mutants.  En effet, les souris 
Hnf1α-/- ont la particularité d’être plus petites que les contrôles et présentent peu de masse 
adipeuse (Lussier et al, 2010).  Cette observation pourrait être mieux quantifiée, notamment 
en dissociant et en pesant la masse adipeuse entre les souris mutantes et contrôles, ou en 
appréciant, par coloration au lysochrome «Oil-red-O», la composition adipeuse des tissus 
ou encore par résonnance magnétique nucléaire.  Nous avons voulu voir si la perte de 
Hnf1α pouvait influencer la production de leptine gastrique, nous avons évalué les niveaux 
d’expression du transcrit par qPCR.  Nous n’observons aucune modulation significative 
entre les souris Hnf1α-/- et les souris contrôles.  Il serait possible d’affiner nos observations 
en étudiant le contenu protéique en leptine des estomacs des 2 groupes d’animaux par test 
ELISA et ainsi, pour voir s’il y a un défaut dans la production de leptine dans nos souris 
mutantes au niveau gastrique. 
 
Il a été démontré que les souris ob/ob présentaient une hyperglycémie et une 




pour effet de normaliser l’hyperglycémie et l’hyperinsulinémie chez les souris déficientes 
pour le gène Obese (Pelleymounter et al, 1995).  De manière préliminaire, nous avons traité 
des souris mutantes avec des injections intrapéritonéales de leptine à raison de 1 mg/kg 
durant 5 jours et nous avons constaté une diminution de la glycémie chez ces animaux 
(Résultat non montré).  Des expériences complémentaires pourraient être conduites pour 
étudier les effets thérapeutiques d’un traitement basé sur l’utilisation de la leptine pour 
contrer l’hyperglycémie des souris mutantes.  Des études confortent le potentiel 
thérapeutique de la leptine pour le traitement de souris diabétiques (Naito et al, 2011). 
 
La leptine peut également intervenir dans le contrôle de la glycémie en jouant sur la 
sécrétion de GLP-1.  En effet, il a été démontré que la leptine stimule les sécrétions de 
GLP-1 (Anini et Brubaker, 2003).  Dans notre projet de recherche, nous ne pouvons pas 
confirmer cela, il faudrait refaire nos manipulations de manière optimale afin d’obtenir des 
résultats exploitables en ce qui concerne les taux plasmatiques de Glp-1. 
 
Dans une autre étude on peut voir une résistance au développement de l’obésité, 
comme c’est le cas chez les souris Gipr-/- ob/ob (Miyawaki et al, 2002).  Nos souris 
mutantes ont la particularité d’avoir une petite taille, un taux élevé de Gip circulant, 
dénotant un défaut dans la signalisation liée à cette hormone, de même qu’une diminution 
des taux de leptine plasmatique ; on peut donc penser que nos souris vont privilégier 
l’utilisation des graisses alimentaires comme carburant énergétique plutôt que leur stockage 
dans le tissu adipeux.  
 
Il est actuellement avancé que HNF1α est un régulateur transcriptionnel important 
de l’insuline.  Des précédentes études chez le rat et la souris, montrent que le facteur de 
transcription Hnf1α transactive le gène Insulin 1 (Ins1) mais n’a aucun effet sur le 
deuxième exemplaire allélique Insulin 2 (Ins2) (Emens et al, 1992; Shih et al, 2001).  Ces 
études étant relativement anciennes, les outils d’étude et de quantification ne permettaient 
peut être pas d’écarter toutes modulations du gène Ins2 en présence ou en absence du 
facteur de transcription Hnf1α.  Cette hormone étant produite par les cellules β 




les niveaux d’expression du transcrit Ins1 dans le pancréas des animaux et nous avons mis 
en évidence que les souris Hnf1α-/- présentent une diminution de l’expression du gène Ins1 
codant pour l’insuline au niveau du pancréas.  Toutefois, nous n’avons pas caractérisé les 
niveaux d’expression du gène Ins2 et nous ne pouvons donc pas écarter une possible 
compensation de ce dernier au regard de la diminution de l’expression du gène Ins1.  Nous 
pourrions ainsi entreprendre de renseigner ces niveaux d’expression. 
 
A l’heure actuelle nous ne pouvons pas établir une corrélation entre cette diminution 
du transcrit et celle de la protéine insuline car nous n’avons pas évalué la masse des cellules 
β pancréatiques.  En effet, la mesure d’une masse fonctionnelle de cellules β est un facteur 
important dans la régulation de l’homéostasie du glucose.  Le pancréas est soumis à un 
processus dynamique qui va subir des augmentations ou des diminutions pour maintenir la 
glycémie (Bonner-Weir, 2000; Bonner-Weir, 2001).  Les îlots pancréatiques s’adaptent à 
long terme à la demande d’insuline, il y a donc nécessité d’établir un équilibre entre survie 
et mort des cellules β pancréatiques, la survie correspondant à la néogenèse et à la 
prolifération des cellules alors que la mort des cellules comprend la nécrose et l’apoptose.  
Pour vérifier que la diminution des taux d’insuline circulante lors de la perte d’Hnf1α peut 
s’expliquer par une diminution de l’expression du transcrit correspondant il faudrait alors 
connaître la masse des cellules β pancréatiques chez nos animaux mutants et nos animaux 
contrôles. 
 
Une étude relatant la réexpression du facteur de transcription Hnf1α dans le 
pancréas des souris mutantes ne montre aucun impact sur l’hyperglycémie (Lin et al, 2008).  
Dans cette étude les auteurs ont permis la réexpression de Hnf1 dans les cellules  
pancréatiques par le biais de croisement entre souris hétérozygotes Hnf1+/- et des souris 
transgéniques ins2.cre, puis par un deuxième croisement des souris résultantes avec des 
souris knock inactive, souris Hnf1kin/+, pour obtenir des souris Hnf1kin/- et 2 allèles Cre 
permettant la réexpression de Hnf1.  Les souris exprimant à nouveau la protéine Hnf1 
dans les cellules  des îlots de Langerhans présentaient une augmentation des taux 
d’insuline circulante mais souffraient toujours d’hyperglycémie.  Ces résultats laissent 




glycémie normale malgré une insulinémie en augmentation.  Ainsi les animaux mutants 
semblent présenter une altération de la sensibilité à l’insuline des tissus cibles que sont le 
foie, les muscles squelettiques et le tissus adipeux (Muoio, 2010; Poitout et al, 2006).  Nous 
avons mené des expériences d’immunofluorescences pour mettre en évidence la population 
de cellules β pancréatiques, produisant l’insuline, de nos souris Hnf1α-/- et nous les avons 
comparées à celles menées chez les souris contrôles.  L’observation microscopique des 
pancréas des 2 groupes d’animaux ne nous permet pas de déceler de différence au niveau 
de cette composante cellulaire.  Comme nous n’avons pas procédé au décompte des cellules 
β pancréatiques au sein de l’îlot de Langerhans et procéder à une étude morphométrique, 
nous n’avons pas effectué la quantification de cette approche.  Il faudrait compter le 
nombre de cellules positives et évaluer leur masse pour les animaux mutants et contrôles.  Il 
a également été démontré, dans la littérature, par des expériences d’immunofluorescence, 
que les souris mutantes présentaient des marquages d’insuline, comparables aux contrôles 
(Parrizas et al, 2001).  Les cellules semblent gorgées d’un contenu protéique équivalent.  
Pour s’assurer de cela et/ou mettre en évidence une possible accumulation d’insuline dans 
les cellules il faudrait alors effectuer une quantification de la protéine dans ce tissu d’intérêt 
par des expériences de dosage ELISA et procéder à des expériences d’immunofluorescence 
en microscopie confocale avec des concentrations plus faibles d’anticorps. 
 
Nous savons que l’insuline est une hormone indispensable au contrôle de 
l’homéostasie du glucose, qu’en est-il du glucagon ?  Ce dernier est une hormone 
hyperglycémiante.  C’est elle qui donne à l’organisme l’information de libérer le glucose 
stocké pour son utilisation en cas de besoin.  Nous pourrions donc penser que 
l’hyperglycémie pourrait être due, en partie, à une augmentation du glucagon.  Nous avons 
donc mesuré les taux de glucagon circulant chez les souris Hnf1α-/- et contrôles par test 
ELISA (Figure supplémentaire 3).  Ces résultats ne mettent en évidence aucune variation 
du glucagon circulant entre les animaux mutants et contrôles.  L’hyperglycémie constatée 
lors de la perte de la protéine Hnf1α n’est donc pas attribuable à une augmentation de 
glucagon chez ces animaux.  Nous avons affiné tout de même notre étude en nous 
intéressant aux niveaux d’expression du transcrit glucagon au niveau pancréatique, lieu de 




aucune modification de l’expression du gène glucagon malgré la perte de Hnf1α (Résultat 
non montré).  Des expériences d’immunofluorescences menées dans une autre étude ne 
montrent aucune différence au niveau du nombre et du marquage de ces cellules α 
pancréatiques entre les souris mutantes et contrôles (Parrizas et al, 2001).  Ainsi nous avons 
confirmé que l’hyperglycémie constatée chez nos animaux mutants est associée à de faibles 
taux d’insuline circulante et non à un excès de glucagon. 
 
En ce qui concerne la ghréline, nous avons mis en évidence que celle-ci augmentait 
pour ce qui est de son transcrit, de ses taux circulants sous forme totale et active ainsi qu’au 
niveau du nombre des cellules ghréline positives du jéjunum des souris mutantes 
comparativement aux souris contrôles.  Cette hormone intervenant dans l’homéostasie du 
glucose en inhibant la sécrétion d’insuline, nous voulions savoir si celle-ci pouvait être une 
des causes du phénotype hyperglycémique de nos animaux mutants. 
 
La ghréline peut être produite par l’estomac, l’intestin et le pancréas (Andralojc et 
al, 2009; Heller et al, 2005).  Nous avons entrepris de quantifier les niveaux d’expression 
du transcrit ainsi que la production de l’hormone, sous sa forme bioactive, dans ces 
différents tissus. 
 
Nous avons, tout d’abord, réussi à caractériser les niveaux d’expression du transcrit 
ghréline dans l’estomac et le pancréas des souris mutantes et contrôles.  Au niveau de 
l’estomac, nous voyons une diminution du transcrit chez nos souris mutantes.  Nous 
pouvons penser qu’un mécanisme de compensation ou qu’une régulation indépendante au 
niveau de l’estomac pour la ghréline intervient. 
 
Pour ce qui est de la compensation possible de Hnf1α par un autre facteur, il a été 
démontré que Hnf1α pouvait s’hétérodimériser avec la protéine Hnf1β (Mendel et al, 
1991a; Mendel et al, 1991b).  Ces deux facteurs de transcription se liant aux mêmes 
séquences d’ADN, nous avons voulu savoir si la perte de Hnf1α pouvait s’accompagner 
d’une modulation de Hnf1β et étudier les effets éventuels d’une compensation de la 




d’expression de Hnf1β dans l’intestin (D'Angelo et al, 2010).  Nous avons réalisé la 
quantification des niveaux d’expression du transcrit Hnf1β par qPCR dans l’estomac et 
dans le pancréas (Figure supplémentaire 4).  Les souris mutantes ne montrent aucune 
différence d’expression de ce transcrit au niveau des tissus gastriques et pancréatiques chez 
les souris mutantes comparativement aux souris contrôles.  On peut donc penser que le 
partenaire de notre facteur de transcription d’intérêt Hnf1α, ici Hnf1β, ne compense pas 
l’absence de notre facteur de transcription d’intérêt.  S’il existe un phénomène compensant 
la perte de Hnf1α dans l’estomac de nos souris mutantes cela doit passer par un autre 
facteur. 
 
Dans l’estomac, on ne note aucune modification au niveau des taux de ghréline 
active entre les animaux mutants et les animaux contrôles.  Des études révèlent qu’il peut 
exister différents programmes de différenciation pour des cellules endocrines entre 
l’intestin, le pancréas et l’estomac.  Ainsi les souris pour lesquelles le gène codant pour le 
facteur de transcription Neurogénine 3 a été invalidé ne présentaient plus de cellules 
ghréline dans l’intestin mais les cellules produisant l’hormone étaient quant à elles 
présentes dans l’estomac (Jenny et al, 2002; Mellitzer et al, 2010). 
 
La diminution du transcrit chez nos animaux mutants, ne corrèle pas avec les taux 
équivalents de protéine au sein du tissu gastrique entre les souris mutantes et les souris 
contrôles.  Cette différence entre les niveaux d’expression du transcrit et les taux protéiques 
peut s’expliquer, tout comme dans le cas de l’insuline pancréatique discuté précédemment, 
par des modulations de la stabilité de l’ARNm et de la protéine. 
 
Au niveau du pancréas, par contre nous relevons une augmentation du transcrit 
ghréline chez nos animaux Hnf1α-/- comparativement aux animaux contrôles, comme ce fut 
le cas dans le jéjunum proximal des animaux mutants.  Nous ne sommes pas parvenus à 
obtenir de résultats exploitables pour ce qui est de la quantification de la ghréline bioactive 
par ELISA dans cet organe.  Le pancréas est riche en enzymes capables de dégrader les 





De manière préliminaire, nous sommes toutefois parvenus à effectuer des 
immunofluorescences permettant le marquage des cellules productrices de ghréline au 
niveau du pancréas donnant, par la même, un aperçu sur le contenu protéique de cette 
hormone dans ce tissu (Figure supplémentaire 5).  Les souris Hnf1α-/- semblent produire 
plus de ghréline que les souris contrôles.  Par contre nous n’arrivons pas nettement à 
identifier une sous-population de cellules ghréline positives, nous avons l’impression que la 
majorité des cellules de l’îlot de Langerhans produisent cette hormone.  Il faudrait affiner 
quelque peu cette étude, ou les conditions expérimentales pour répondre avec précision sur 
l’origine de cette ghréline pancréatique et si possible compléter cela par une quantification 
des cellules productrices de ghréline.  D’autre part, certaines études relatent la production 
possible de ghréline par les cellules α pancréatiques (Date et al, 2002) en plus des cellules ε 
(Assmann et al, 2009).  Pour étudier la production possible par d’autres cellules endocrines 
pancréatiques, nous pourrions mener des expériences d’immunofluorescence de co-
localisation avec les différents types cellulaires de la portion endocrine présents.  Une 
production locale de ghréline au niveau du pancréas pourrait avoir un impact direct sur la 
sécrétion d’insuline dans le cas de nos animaux mutants comme il a été démontré dans une 
étude précédente chez les rongeurs (Dezaki et al, 2004).  La ghréline inhiberait de manière 
permanente la libération d’insuline. 
 
Pour ce qui est de l’intestin, nous avons mis en évidence une augmentation des taux 
de ghréline bioactive.  Néanmoins, nous n’avons testé qu’une portion de l’intestin grêle, le 
jéjunum proximal.  Malgré le fait que les cellules entéroendocrines ne représentent que 1% 
des cellules épithéliales, l’intestin représente le plus important organe endocrinien du corps 
(Ahlman et Nilsson, 2001; Schonhoff et al, 2004).  Les cellules ghréline positives sont 
présentes tout le long de l’intestin : jéjunum, iléon et côlon, or ici nous n’avons exploré 
qu’un segment de l’intestin grêle, il faudrait affiner notre étude et caractériser les différents 
segments et ainsi s’assurer que la ghréline active est augmentée tout au long de l’intestin. 
 
Il a été démontré que la ghréline pouvait réguler la sécrétion d’insuline au niveau 
des cellules β pancréatiques lorsqu’elle est sous sa forme active, correspondant à la 




L’augmentation de la ghréline acylée, donc bioactive, laisse supposer que cette 
augmentation de ghréline active dans le sang pourrait influencer l’homéostasie du glucose 
en inhibant la sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques.  Nous avons donc décidé 
d’axer la suite du projet de recherche sur la relation potentielle entre la ghréline et 
l’hyperglycémie caractéristique de nos souris mutantes pour la suite de notre étude. 
 
Chez l’homme, le MODY3 est assimilé à un diabète qui trouve son origine dans un 
défaut de sécrétion de l’insuline (Byrne et al, 1996).  Pour les souris, certains auteurs 
pensent qu’il s’agit également d’un problème de sécrétion (Pontoglio et al, 1998).  Une 
étude révèle qu’une dépolarisation de la membrane des cellules β pancréatiques avec du 
KCL, chez les souris mutantes, permet la libération d’insuline et cela de manière 
comparable à ce qu’il se passerait pour les souris contrôles, renforçant ainsi le fait que ces 
cellules peuvent toujours produire de l’insuline pour réguler les fluctuations de la glycémie 
et que l’hyperglycémie serait bien due à un défaut de sécrétion de l’insuline (Dukes et al, 
1998).  Nous avons mis en évidence une diminution des niveaux d’expression du transcrit 
Ins1 et que cela ne corrèle pas avec les taux d’insuline circulante, comme discuté 
précédemment il faudrait procéder à une mesure des taux protéiques d’insuline produite par 
les cellules  pancréatiques des animaux mutants et voir si les quantités de l’hormone 
produites sont suffisantes pour restaurer la glycémie. 
 
Nous avons démontré que les souris Hnf1α-/- avaient des taux de ghréline active 
circulante élevés et ce, quel que soit l’âge.  La ghréline étant une hormone capable 
d’intervenir dans l’homéostasie du glucose en inhibant la sécrétion d’insuline, nos résultats 
suggèrent que les taux élevés de ghréline bioactive puissent être responsables de la 
diminution de l’insuline circulante et par conséquent l’hyperglycémie liée de nos animaux 
mutants. 
 
Il a été démontré que la ghréline inhibe la sécrétion d’insuline par sa liaison au 
récepteur GHSR1a présent à la surface des cellules β pancréatiques (Broglio et al, 2001; 
Broglio et al, 2002; Date et al, 2002; Dezaki et al, 2007; Dezaki et al, 2008; Reimer et al, 
2003).  L’administration de ghréline par injection intrapéritonéale augmente d’ailleurs la 




du récepteur GHSR1a occasionnent une augmentation de la sécrétion d’insuline et une 
diminution de la glycémie (Dezaki et al, 2004).  Dans ces études on peut voir que l’effet 
hyperglycémique de la ghréline est aboli par l’utilisation d’un antagoniste du récepteur à 
cette hormone, le [D-Lys3]-GHRP6, confirmant que l’action de la ghréline sur 
l’homéostasie du glucose se fait par l’intermédiaire de ce récepteur situé à la surface des 
cellules β pancréatiques.  En traitant les souris avec cet antagoniste, nous souhaitions 
bloquer la liaison de la ghréline à son récepteur, de manière à diminuer également la 
glycémie par un rétablissement de la sécrétion d’insuline.  Le traitement avec cet 
antagoniste n’affecte pas la glycémie des souris contrôles contrairement aux animaux 
mutants qui présentent une diminution de la glycémie durant les 6 jours de traitement, qui 
se rapproche de la glycémie moyenne observée chez les animaux contrôles.  Les animaux 
contrôles doivent pouvoir s’adapter au traitement, grâce à leur système hormonal, à une 
meilleure perception de la glycémie permettant un ajustement de l’homéostasie du glucose.  
Les souris contrôles avant traitement ont, des taux circulants des différents acteurs 
hormonaux étudiés, à savoir l’insuline, le Gip, la somatostatine, la leptine et la ghréline 
normaux.  Nous devrions mesurer les modulations de ces acteurs après traitement et ainsi 
renseigner une possible adaptation de l’organisme de ces animaux contrôles. 
 
Nous avons étudié la récupération des souris Hnf1α-/- ayant subi le traitement à 
l’antagoniste du récepteur à la ghréline.  Nous avons constaté que la glycémie réaugmentait 
de manière lente et progressive puisqu’il faut attendre environ 23 jours pour retrouver une 
glycémie équivalente à celle du début du traitement.  La dose injectée quotidiennement 
semble suffisante pour diminuer et maintenir la glycémie pendant plusieurs jours.  Cet 
antagoniste est décrit comme un compétiteur de la ghréline.  Nous pouvons penser que les 
récepteurs à la ghréline GHSR1a sont saturés, désensibilisés ou encore internalisés, et qu’il 
faut un délai de plusieurs jours pour leur réexpression à la surface des membranes des 
cellules β pancréatiques (Camina et al, 2004; Camina et al, 2003; Pazos et al, 2007).  La 
lenteur du retour à la glycémie initiale des souris mutantes avant traitement à l’antagoniste 
peut être due à des modulations d’autres hormones participant à la régulation de la 
glycémie comme Gip ou Glp-1, par exemple.  Il serait envisageable de mesurer au cours du 




glycémie après l’arrêt du traitement soit lié à une diminution progressive des taux 
d’insuline circulante.  Le traitement pourrait également jouer un rôle dans la production de 
l’insuline par les cellules  pancréatiques, nous pourrions de nouveau procéder à la mesure 
des niveaux d’expression du transcrit correspondant et à la détermination de la masse de ces 
cellules après traitement puis au cours de la phase de récupération. 
 
Nous avons voulu mettre en évidence un lien entre cette diminution de la 
concentration de glucose sanguin et les modulations des taux d’insuline circulante.  Nous 
avons alors procédé au dosage de cette hormone par test ELISA le lendemain du dernier 
jour de traitement avec l’antagoniste ou avec une solution de saline chez nos souris 
mutantes préalablement mises à jeun.  Nous avons alors pu constater que les souris Hnf1α-/- 
traitées avec l’antagoniste montraient une augmentation des taux d’insuline circulante en 
comparaison avec les souris mutantes traitées avec la solution de saline.  L’utilisation de ce 
composé a permis aux souris mutantes de sécréter une plus grande quantité d’insuline et 
ainsi diminuer l’hyperglycémie qui les caractérisait.  Il est intéressant de remarquer que les 
taux d’insuline mesurés après traitement avec l’antagoniste au récepteur à la ghréline sont 
proches de ceux mesurés chez les souris contrôles sans traitement.  Le traitement avec 
l’antagoniste a ainsi permis la restauration d’une sécrétion insulinique adéquate pour 
diminuer la glycémie de nos animaux mutants.  Dans notre étude, la synthèse d’insuline par 
les cellules β pancréatiques semble donc suffisante pour assurer une libération nécessaire 
d’insuline afin de contrecarrer l’hyperglycémie des animaux mutants, et cela malgré des 
niveaux d’expression du transcrit correspondant à l’insuline diminués dans le pancréas des 
souris Hnf1α-/- comme discuté précédemment.  Ainsi, les niveaux du transcrit insuline ne 
reflètent pas les taux de protéines dans ce cas.  La corrélation entre la quantité d’un transcrit 
et celle de la protéine peut ne pas être vérifiée dans certains cas, autrement dit une molécule 
d’ARNm ne donnera pas obligatoirement une protéine (de Sousa Abreu et al, 2009; Vogel 
et Marcotte, 2012).  Une étude révèle que la corrélation entre les quantités d’ARNm et de 
protéine se vérifie dans 40% des cas (Vogel et Marcotte, 2012).  Chez les mammifères, la 
transcription de l’ADN en ARNm est plus lente que la traduction puisqu’une cellule de 
mammifère fournira deux copies d’ARNm alors que plusieurs dizaines de copies de la 




stables que les protéines (Schwanhausser et al, 2011; Yen et al, 2008).  L’expression d’un 
gène peut être modulée au niveau transcriptionnel, au niveau post-transcriptionnel comme 
avec l’épissage alternatif, la stabilité de l’ARNm, et au niveau de la traduction en protéine 
puis de sa stabilité.  On peut également ajouter que dans le cas du pancréas, la stabilité des 
ARNs est encore plus courte en raison de la richesse enzymatique de cet organe et peut 
accroître la différence entre les extraits de transcrits post mortem  et l’insuline plasmatique 
prélevée sur des animaux vivants.  Normalement l’insuline est synthétisée et sécrétée en 
réponse à une augmentation de la glycémie (Itoh et al, 1978).  Les niveaux du transcrit de 
l’hormone augmentent alors et sont régulés par des facteurs tels que les RNA-binding 
proteins (RBPs), les microRNAs (miRNAs) ou encore les long non-coding RNAs 
(lncRNAs) (Bartel, 2009; Lee et Gorospe, 2010; Panda et al, 2013; Yoon et al, 2012).  
Parmi les RBPs, on trouve les protéines polypyrimidine tract-binding protein (PTBP), 
protein-disulfide isomerase (PDI) et poly(A)-binding protein (PABP) qui peuvent 
augmenter la demi-vie de l’ARNm et par là même augmenter la biosynthèse de l’insuline 
(Garcia-Blanco et al, 1989; Kulkarni et al, 2011; Sawicka et al, 2008).  L’insuline peut être 
éliminée au niveau du foie, des reins essentiellement et peut être dégradée également par 
l’insuline-degrading enzyme (IDE) (Duckworth et al, 1998; Farris et al, 2003; Fernandez-
Gamba et al, 2009).  Nous pourrions étudier la présence et la quantification de ces éléments 
régulateurs comme par exemple, PTBP et PDI pouvant accroitre la stabilité des ARNs ou 
alors les taux de IDE qui, s’ils sont diminués, pourraient permettre de ralentir la 
dégradation de l’insuline. 
 
Par ailleurs, nous avons également voulu étudier l’effet du traitement à l’antagoniste 
du récepteur à la ghréline GHSR1a sur les taux de Gip circulant chez les animaux mutants.  
Nous avons dosé cette hormone par test ELISA et mis en évidence une diminution des taux 
de Gip circulant chez les souris Hnf1α-/- traitées avec l’antagoniste comparativement aux 
souris  traitées avec la solution de saline.  Ainsi le traitement à l’antagoniste s’accompagne 
d’une diminution du Gip circulant.  Les taux observés sont proches de ceux mesurés chez 
les souris contrôles sans traitement.  Le traitement chez les souris mutantes a permis de 
diminuer la sécrétion de Gip ; cependant nous ne savons pas si c’est l’augmentation 




produisant le Gip ou alors si c’est la diminution de la glycémie par l’action de l’insuline qui 
est ressentie par les cellules Gip positives.  Certains auteurs ont démontré que l’insuline 
pouvait réguler les taux de Gip circulant chez le rat, laissant entrevoir qu’une augmentation 
de l’insuline circulante pouvait diminuer les taux de Gip (Bryer-Ash et al, 1994).  D’autres 
études relatent, quant à elles, l’effet de la glycémie sur l’expression du récepteur GIPR à la 
surface des cellules  pancréatiques chez les patients diabétiques (Lynn et al, 2003). 
 
La ghréline est décrite comme une hormone orexigénique, c’est à dire que celle-ci 
va stimuler l’appétit.  Nous voulions donc savoir si l’augmentation des taux de ghréline 
active circulante chez les souris mutantes pouvait influencer la prise alimentaire et ainsi 
augmenter la glycémie des animaux.  Dans le modèle murin mis au point par Pontoglio, il 
est mentionné que les souris mutantes présentaient une polyphagie, avec une augmentation 
de la prise alimentaire de l’ordre de 30% après le sevrage (Dukes et al, 1998; Pontoglio et 
al, 1996).  Il est possible de penser que les méthodes d’obtention de la souris mutante 
proposée par l’équipe de Pontoglio et celle proposée par l’équipe de Gonzalez, modèle dont 
nous disposons, conduisent toutes les deux à la même résultante soit l’absence de 
production du facteur de transcription Hnf1α (Lee et al, 1998; Pontoglio et al, 1996) et que 
nos souris mutantes ont une prise alimentaire modulée.  De plus, nous avons également 
constaté, dans notre étude, une diminution de la leptine circulante chez nos animaux 
mutants comparativement aux animaux contrôles.  La leptine, étant une hormone 
anorexigénique, peut concourir à l’augmentation de la prise alimentaire des souris mutantes 
(Cowley et al, 2001; Cui et al, 2005; Denver et al, 2011; Kmiec, 2011). 
 
Nous avons donc étudié le comportement alimentaire du modèle murin à notre 
disposition.  Pour cela nous avons utilisé des cages métaboliques, permettant de suivre les 
animaux mutants et contrôles et de mesurer les paramètres tels que la prise alimentaire, les 
volumes de prise de boisson, de miction ainsi que les quantités de fèces.  Sur une durée de 5 
jours, nous avons mis en évidence que les souris Hnf1α-/- avaient une prise alimentaire 
supérieure aux souris contrôles.  Ce résultat est en accord avec l’augmentation de ghréline 
active de ces animaux.  La ghréline bioactive interagit donc avec les récepteurs situés sur 




donc activée de manière dose-dépendante.  Les animaux mutants produisent également plus 
de fèces que les animaux contrôles.  Pour expliquer cela, nous pouvons penser, 
premièrement, que le fait de manger plus peut contribuer à produire plus de déchets.  De 
plus, il a été démontré que la ghréline agissait sur la motilité gastrique et intestinale (Wren 
et al, 2001; Wren et al, 2000).  Cette hormone a la particularité de stimuler le complexe 
moteur de migration du bol alimentaire résultant en une augmentation de la vidange 
gastrique et en augmentant également le transport tout au long de l’intestin et la production 
de selles (Charoenthongtrakul et al, 2009; Fujino et al, 2003; Murray et al, 2005; Tack et 
al, 2006; Wang et al, 2007).  Des traitements basés sur l’administration orale d’agonistes 
ciblant les récepteurs à la ghréline sont actuellement à l’étude pour lutter contre 
l’hypomotilité gastrointestinale (Charoenthongtrakul et al, 2009; Venkova et al, 2007). 
 
Les souris Hnf1α-/- ont également une augmentation du volume de boisson par 
rapport aux souris contrôles.  L’augmentation de la polydipsie fait partie intégrante des 
symptômes recherchés chez une personne diabétique.  À la polydipsie s’ajoute également 
chez les souris mutantes une polyurie observée qui, elle aussi, est un symptôme connu chez 
les patients diabétiques.  Ainsi, les souris Hnf1α-/- représentent un modèle de souris 
diabétiques. 
 
Le traitement avec l’antagoniste faisant baisser la glycémie chez nos souris Hnf1α-/-, 
nous avons voulu nous assurer que cela n’était pas le fait d’une diminution de la prise 
alimentaire.  En effet, l’utilisation d’un tel antagoniste pourrait cibler tous les récepteurs 
GHSR1a de l’organisme y compris ceux des noyaux arqués et ainsi diminuer la prise 
alimentaire par une réduction de l’appétit.  Une étude dans laquelle cet antagoniste a été 
utilisé révèle une modulation de la prise alimentaire des animaux où le gène codant pour la 
leptine a été invalidé (Asakawa et al, 2003).  Pour évaluer cela dans nos souris mutantes et 
contrôles, nous avons effectué des traitements à l’antagoniste en utilisant les cages 
métaboliques.  Nous avons ainsi pu mesurer différents paramètres, dont la prise alimentaire.  
En comparant la prise alimentaire entre le premier et le dernier jour de traitement, on 
constate que le traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline ne modifie pas la prise 




diminution de la glycémie à la fin du traitement pour les souris mutantes n’est pas liée à 
une diminution de l’appétit de ces souris.  On peut penser que l’antagoniste utilisé ne passe 
pas la barrière céphalorachidienne et n’agit donc pas sur les récepteurs régissant la prise 
alimentaire.  On n’observe pas non plus de modification de la quantité de fèces produite 
entre les 2 groupes d’animaux. 
 
Nous avons également voulu rechercher comment les souris mutantes traitées avec 
l’antagoniste au récepteur GHSR1a répondaient à un stress glycémique pour étudier la 
modulation de la tolérance au glucose après un tel traitement.  Nous avons donc mené des 
expériences de test de tolérance au glucose par injection intrapéritonéale.  Dans notre 
précédente étude, nous avions cette fois procédé à un test de tolérance au glucose mais en 
administrant le glucose par voie orale, en procédant à un gavage.  Nous avions alors vu que 
le transport du glucose au travers de la paroi intestinale était ralenti (Lussier et al, 2010).  
Dans cette même étude, nous avions démontré un passage transmembranaire et 
paracellulaire altéré.  Pour supprimer ces paramètres, nous avons choisi d’administrer le 
glucose par injection intrapéritonéale et ainsi mesurer la réponse des animaux à une 
augmentation directe de la concentration de glucose sanguin.  Les souris contrôles traitées 
avec l’antagoniste au récepteur à la ghréline GHSR1a ou traitées avec la solution de saline 
vont répondre de la même manière à l’injection de sucre par voie intrapéritonéale, avec un 
pic de la glycémie au bout de 15 minutes.  Les souris contrôles ne répondent donc pas au 
traitement et ce dernier n’affecte pas leur réponse au test de tolérance au glucose 
intrapéritonéal.  On peut penser que, chez les animaux contrôles, les facultés à ressentir le 
glucose et à traiter l’information ne sont pas altérées par le traitement et que d’autres 
hormones prennent le relais pour adapter le déficit de la signalisation passant par la 
ghréline.  Les souris mutantes traitées avec l’antagoniste au récepteur ont une glycémie plus 
basse que les souris mutantes traitées avec une solution saline démontrant ainsi que le 
traitement a bien diminué la glycémie chez nos souris mutantes.  Les souris mutantes 
traitées à l’antagoniste préalablement ont un pic glycémique moins élevé à 15 minutes que 
celles ayant reçues de la saline.  Il est possible que cette différence soit due au fait que les 
souris traitées à l’antagoniste ont une glycémie au début de l’expérimentation plus basse 




avec l’antagoniste voient leur glycémie redescendre à une concentration proche de celle 
qu’elles avaient au départ, avant injection de glucose alors que celles traitées avec une 
solution de saline présentent une glycémie qui reste très élevée, prouvant donc que ces 
animaux mutants sont intolérants au glucose.  Nous pouvons envisager que le traitement à 
l’antagoniste a donc permis de restaurer une réponse adéquate à une augmentation forcée 
de la glycémie comme après un repas.  Comment ces souris traitées avec l’antagoniste au 
récepteur à la ghréline peuvent-elles répondre de manière adaptée à ce stress ?  
 
L’étape suivante a été de corréler cette adaptation à un stimulus engendré par 
l’injection de glucose à la quantité et la rapidité d’insuline sécrétée en réponse à ce choc 
glucidique.  Pour cela nous nous sommes intéressés aux taux d’insuline après injection de 
glucose.  Les souris contrôles, traitées ou non avec l’antagoniste réagissent de la même 
manière en sécrétant les mêmes quantités d’insuline en réponse à l’injection de glucose, les 
souris contrôles libèrent de l’insuline et ces taux d’insuline diminuent progressivement dans 
les minutes suivantes et cela conformément à ce que nous avons mis en évidence 
précédemment avec des profils de courbe glycémique semblables.  On peut penser que le 
traitement n’occasionne pas d’amélioration de la sensibilité vis à vis du glucose et de la 
réponse engendrée chez les animaux contrôles.  Encore une fois, l’organisme de la souris 
contrôle doit donc s’adapter à l’inactivation de la signalisation faisant intervenir la ghréline 
au niveau pancréatique.  En ce qui concerne les souris mutantes traitées à l’antagoniste du 
récepteur à la ghréline, on a pu mettre en évidence une meilleure réponse au stress 
glycémique en déclenchant une plus grande sécrétion d’insuline que chez les souris Hnf1α-/- 
traitées avec une solution de saline.  Il semble que le traitement à l’antagoniste pour les 
souris mutantes leur permette de retrouver leur capacité à sécréter l’insuline et cela même 
en condition de stress glucidique.  Leur sécrétion d’insuline est ponctuelle et décroît peu à 
peu en corrélation avec la glycémie chez ces animaux.  Le traitement avec cet antagoniste a 
donc amélioré la tolérance des souris mutantes au glucose et cela par une meilleure 
sécrétion d’insuline.  Des observations similaires ont été mises en évidence notamment en 
utilisant des souris doubles mutantes où les gènes codant pour la leptine et la ghréline ont 
été invalidés.  Ces souris ont la particularité d’avoir une augmentation de la sécrétion 




l’insuline accrue (Ahima, 2006; Sun et al, 2006).  Les auteurs ont rapporté que la perte de 
la ghréline engendrait une diminution de l’expression de la protéine mitochondriale 
uncoupling protein-2 (Ucp2) qui régule la production d’ATP.  La diminution d’Ucp2 
s’accompagne d’une augmentation du ratio ATP/ADP nécessaire à la fermeture des canaux 
K+/voltage-dépendants entrainant une dépolarisation de la membrane plasmique permettant 
l’entrée de Ca2+ et par conséquent la libération d’insuline par exocytose (Sun et al, 2006).  
Les souris Ucp2-/-ob/ob, présentent également une amélioration vis à vis de la tolérance au 
glucose (Zhang et al, 2001).  On peut donc penser que la ghréline a un impact sur la 
sensibilité des cellules β pancréatiques à répondre au glucose en régulant l’expression 
d’Ucp2.  Le traitement avec l’antagoniste pourrait diminuer l’expression de cette protéine 
mitochondriale et donc augmenter la sécrétion d’insuline.  Il serait envisageable, dans un 
premier temps, de renseigner les niveaux d’expression du transcrit d’Ucp2, puis de la 
protéine chez nos animaux mutants et contrôles. 
 
Les souris mutantes traitées avec des injections de saline conservent de grandes 
quantités de Gip circulant, et nous ne voyons aucune modulation entre les différents temps.  
Cette incrétine est, comme nous l’avons vu précédemment, augmentée dans le sang chez les 
animaux mutants et ce, malgré une diminution du nombre de ces cellules la produisant dans 
le jéjunum.  Des auteurs ont démontré qu’elle perdait son effet insulinotropique, par 
désensibilisation ou diminution du nombre de ses récepteurs à la surface des cellules β 
pancréatiques (Holst et al, 1997; Nauck et al, 1993; Zhou et al, 2007).  Nous avons mis en 
évidence que cette augmentation de Gip dans le sang pouvait être due, en partie, à 
l’accumulation de l’hormone à cause d’un défaut de sa dégradation par la Dpp4 qui est 
diminuée chez les animaux mutants.  Il serait envisageable de mesurer l’effet du traitement 
à l’antagoniste sur la dégradation du Gip en réalisant un ELISA pour visualiser les 
modulations de Dpp4 chez les animaux après traitement.  Les animaux Hnf1α-/- qui ont été 
traités à l’antagoniste durant 6 jours puis stimulés par une injection intrapéritonéale de 
glucose présentent des taux de Gip circulant diminués si on les compare avec les animaux 
mutants ayant reçu des injections de saline.  Cette diminution des taux de Gip circulant 
semble être adéquate à la quantité de glucose circulante et à une quantité d’insuline 




quantités de Gip circulant diminuent à 120 minutes pour se rapprocher de celles des souris 
contrôles ayant reçu un traitement à l’antagoniste.  Le traitement avec l’antagoniste au 
récepteur à la ghréline a donc permis pour les souris Hnf1α-/- d’observer une diminution de 
Gip dans le sang. 
 
Les souris mutantes ainsi traitées présentent une meilleure tolérance au glucose avec 
une réponse adéquate des 2 hormones hypoglycémiantes que sont l’insuline et 
indirectement le Gip.  Comme abordé plus haut, nous ne savons pas si la diminution de 
l’hormone Gip circulante observée chez les animaux mutants traités avec l’antagoniste est 
liée directement ou indirectement au traitement.  Cet antagoniste ne ciblant pas les mêmes 
récepteurs liant Gip, on peut penser que la diminution de Gip est liée à la diminution de la 
glycémie ou à la diminution des taux d’insuline circulante.   
 
Les cellules K produisant le Gip au niveau de la partie proximale de l’intestin sont 
des cellules entéroendocrines comportant un pôle apical au contact de la lumière intestinale 
(Buffa et al, 1975).  Ces cellules productrices de Gip présentent à leur surface des 
récepteurs capables de ressentir la concentration en sucres de la lumière, ce sont les taste 
receptors T1R2 et T1R3 (Greenfield et Chisholm, 2013).  Si la concentration intestinale de 
sucre arrive à une valeur seuil, les cellules entéroendocrines déversent dans la circulation 
sanguine Gip qui ira se fixer sur ses récepteurs à la surface des cellules β pancréatiques 
pour augmenter la production et la libération d’insuline et ainsi contrecarrer l’augmentation 
de la glycémie.  Nous pourrions cette fois mener un test de tolérance au glucose par voie 
orale après traitement des animaux avec l’antagoniste au récepteur à la ghréline et ainsi voir 
si les modulations de Gip sont consécutives à la glycémie perçue dans le tube digestif ou 
plutôt la conséquence de la diminution de l’insuline circulante.  Nous pourrions également 
reproduire une expérience de test de tolérance au glucose par injection intrapéritonéale en 
effectuant des prélèvements plus précoces après l’injection et ainsi voir si les taux de Gip 
réagissent en premier lieu aux modulations de l’insuline ou aux fluctuations de la glycémie. 
 
Les souris Hnf1α-/- au premier jour du traitement avec l’antagoniste du récepteur 




qu’à la fin du traitement celle-ci est diminuée.  Le traitement à l’antagoniste a pour effet de 
diminuer la glycosurie chez les souris mutantes.  L’équipe de Pontoglio a rapporté que les 
souris Hnf1α-/- souffraient du syndrome de Fanconi caractérisé par une polyurie, glycosurie, 
phosphaturie, et une aminoacidurie (Pontoglio et al, 1996).  Plus tard cette même équipe 
attribua la glycosurie de ces animaux à un défaut de réabsorption du glucose au niveau des 
tubules proximaux des reins avec une diminution de l’expression du co-transporteur Sglt2 
(Pontoglio et al, 2000).  Dans notre étude, nous montrons que la glycosurie des animaux 
Hnf1α-/- peut être diminuée par un traitement avec l’antagoniste de la ghréline laissant 
penser que c’est une conséquence de la diminution de la glycémie dans le sang et non 
entièrement dû à un défaut de réabsorption du glucose au niveau des reins. 
 
Nos résultats sont cependant critiquables.  Le diabète de type 2 est caractérisé par 
une perturbation de la sécrétion d’hormones notamment l’insuline mais également une 
perturbation des effets de cette hormone sur les tissus cibles.  Dans notre étude, nous avons 
omis d’étudier un aspect important qu’est celui de la sensibilité à l’insuline des autres tissus 
périphériques.  L’insuline est l’hormone qui régule la glycémie en contrôlant la production 
du glucose par le foie et son utilisation par le muscle.  En cas d’exercice ou de jeûne, 
l’organisme peut aussi utiliser, au niveau du tissu adipeux, les triglycérides via la lipolyse 
adipocytaire donnant des acides gras.  Pour ce qui est de nos souris mutantes comme 
précédemment mentionné, celles-ci sont de petite taille et semblent dépourvues de graisse 
blanche qui représente un espace de stockage important de l’énergie sous forme de 
triglycérides.  Il faudrait comparer la composante adipeuse de ces souris aux souris 
contrôles.  Nous avons, par ailleurs, constaté que les souris mutantes présentaient de 
grosses vacuoles blanches dans les hépatocytes laissant présumer une stéatose hépatique 
lors de l’observation des foies des animaux après coloration à l’hématoxyline et à l’éosine 
(résultats non montrés).  Nous n’avons pas caractérisé d’avantage cette observation, une 
coloration adéquate permettant de mettre en évidence les lipides présents aurait été 
judicieuse.  On peut penser que cette stéatose hépatique est une compensation de stockage 
de lipides, en raison du peu de graisse blanche observée chez les animaux mutants.  Notre 
précédente étude avait également mis en évidence une hépatomégalie et, grâce à notre 




une diminution des gènes codant pour l’alpha-fétoprotéine, les apolipoprotéines A-IV, C-II 
et la FABP1L (Lussier et al, 2010).  Les caractérisations du modèle par Pontoglio et par 
Lee faisaient également état de dysfonctionnement hépatique avec une augmentation des 
aminotransférases AST et ALT, et du métabolisme lipidique avec une hypercholestérolémie 
alors que les taux circulants de triglycérides chez les souris mutantes étaient restés 
inchangés (Lee et al, 1998; Pontoglio et al, 1996).  L’abondance de lipides au niveau du 
foie pourrait s’accompagner d’une perturbation de la sensibilité de cet organe vis à vis de 
l’insuline, on parlera alors de lipotoxicité.  Cette dernière pourra conduire à une diminution 
de la sensibilité à l’insuline au niveau du foie. menant à la résistance à l’insuline et 
l’instauration du diabète de type 2 (Trauner et al, 2010).  Des études montrent que la 
signalisation de l’insuline peut être altérée par les lipides, le diacylglycérol ou encore les 
céramides (Kotronen et al, 2009; Koyama et al, 1997; Puri et al, 2007; Szendroedi et 
Roden, 2009; Thomas et al, 2013).  Il serait alors envisageable de mesurer chez les souris 
mutantes et les souris contrôles traitées ou non à l’antagoniste la résistance à l’insuline au 
niveau hépatique et en s’intéressant aux altérations des mitochondries et au stress du 
réticulum endoplasmique (Abdul-Ghani et al, 2007). 
 
La lipotoxicité peut aussi être à l’œuvre au niveau du pancréas et pourrait également 
influencer, en plus de la glucotoxicité, la transcription du gène codant pour l’insuline en 
diminuant celle ci (Poitout et al, 2006).  L’expression des récepteurs aux incrétines à la 
surface des cellules β pancréatiques peut également être altérée par la lipotoxicité (Poitout, 
2013).  Nous pourrions alors renseigner les modulations des ces acteurs de l’homéostasie 
du glucose entre animaux contrôles et mutants, en absence ou après traitement avec 
l’antagoniste du récepteur à la ghréline. 
 
Le muscle squelettique, comme mentionné précédemment, est lui aussi un site 
important en ce qui concerne le métabolisme glucidique.  La lipotoxicité y joue aussi un 
rôle influençant la signalisation de l’insuline en inhibant en particulier, la translocation du 
cotransporteur GLUT4 au niveau de la membrane plasmique et donc en diminuant l’entrée 
de glucose dans la cellule et par conséquent augmentant la glycémie (Garvey et al, 1998; 




contenu intramusculaire lipidique et la sensibilité à l’insuline de ce tissu (Muoio, 2010).  Il 
serait donc opportun d’étudier les différences de contenu lipidique musculaire de même que 
la présence de GLUT4 entre les animaux contrôles et mutants avant et après traitement à 
l’antagoniste. 
 
Le glucose et son exposition chronique à fortes doses peuvent également 
occasionner des effets néfastes sur les cellules β pancréatiques. A court terme, on pourra 
voir une hyperplasie des cellules produisant l’insuline et à long terme des désordres 
métaboliques apparaitront alors.  L’excès de glucose va entrainer la formation exagérée de 
radicaux oxygénés par les mitochondries, la diminution de la masse des cellules et leur 
apoptose (Brownlee, 2005; D'Alessandris et al, 2004; Newsholme et al, 2007; Poitout et 
Robertson, 2002). 
 
Pour déterminer les changements de sensibilité des différents tissus comme le foie 
et le muscle nous pourrions procéder à des expériences de clamp euglycémique 
hyperinsulinémique.  Cette technique va permettre de mesurer la production de glucose par 
le foie et l’utilisation de glucose par le tissu adipeux et les muscles squelettiques à l’état 
basal et au cours d’une euglycémie et d’une hyperinsulinémie.  On perfuse de l’insuline par 
voie intraveineuse à débit constant pour stimuler l’utilisation du glucose par les tissus 
périphériques, pour inhiber la production hépatique de glucose et maintenir une 
concentration plasmatique stable d’insuline.  Pour maintenir la glycémie constante du 
glucose est à son tour ajouté par voie intraveineuse, la quantité de glucose perfusée est alors 
égale à celle utilisée si la production de glucose par le foie est totalement inhibée.  Une 
injection de glucose radioactif est à son tour ajoutée.  On peut ainsi suivre les vitesses de 
glycolyse et de stockage du glucose en glycogène, la transformation de glucose radioactif 
donnera la vitesse d’oxydation du glucose (Yamazaki et al, 2014). 
 
Ainsi, ce traitement à l’antagoniste au récepteur GHSR1a permet aux souris Hnf1α-/- 
de diminuer leur glycémie de manière significative par une libération adéquate d’insuline.  
Cela a pour conséquence d’abaisser les taux de Gip circulant, de diminuer la polydipsie et 




type 2.  Le traitement va également accroître la tolérance au glucose, améliorant la réponse 
à une augmentation de la glycémie, des animaux mutants.  Toutefois il faudrait s’assurer 
que c’est bien cette augmentation de ghréline produite par le tractus digestif qui est 
responsable de l’inhibition de la sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques en 
agissant sur son récepteur.  Si nous disposions d’animaux mutants dans lesquels le gène 
Hnf1α était invalidé uniquement dans l’intestin, nous pourrions affiner notre étude et 
répondre à la question qui est de savoir si c’est bien la ghréline produite par les cellules 
entéroendocrines intestinales qui est responsable de l’inhibition de la sécrétion d’insuline et 
conséquemment de l’hyperglycémie.  Ainsi nous éliminerions par la même occasion le rôle 
des autres sources de ghréline de l’organisme dans l’inhibition de la sécrétion d’insuline.  
Enfin, on pourrait penser à obtenir un modèle murin double mutant Hnf1α-/- Ghsr-/- et ainsi 
évaluer si, en bloquant la signalisation activée par la ghréline, on pourrait obtenir un 
rétablissement de la glycémie du même ordre que lors de l’utilisation d’un antagoniste à ce 
même récepteur comme nous l’avons mis en évidence. 
 
Nos études chez la souris suggèrent donc qu’un antagoniste du récepteur à la 
ghréline GHSR1a pourrait avoir un impact thérapeutique intéressant pour augmenter la 
sécrétion d’insuline chez les diabétiques atteints du MODY3 et ainsi améliorer leur contrôle 
glycémique.  En terme de thérapie de l’hyperglycémie liée à la ghréline par son action 
inhibitrice sur la sécrétion d’insuline, on peut penser à 3 concepts.  Le premier serait de 
procéder par neutralisation à l’aide d’anticorps spécifiques dirigés contre la forme acylée de 
la ghréline.  Plusieurs études relatent l’utilisation de tels vaccins (Lu et al, 2009; Sangiao-
Alvarellos et al, 2011).  L’inconvénient de ce type de traitement est que son action est 
systémique et qu’il affecterait ainsi d’autres fonctions attribuées à la ghréline comme son 
rôle orexigénique.  C’est ce que l’on peut voir notamment avec l’emploi de l’anticorps 
bloquant 33A ciblant la ghréline active qui a pour effet de diminuer la prise alimentaire des 
souris (Lu et al, 2009).  Une seconde approche serait d’utiliser un agoniste inverse à la 
ghréline.  Ce composé pourrait se lier au récepteur à la ghréline et par conséquent 
l’inactiver.  L’emploi d’un agoniste inverse est utile sur un récepteur spontanément activé 
mais peut créer des effets indirects.  Actuellement des études visent à développer de tels 




Sivertsen et al, 2013).  La troisième stratégie thérapeutique est basée sur l’utilisation d’un 
antagoniste qui se fixe et empêche l’activation du récepteur GHSR1a.  Certaines études 
cliniques sont actuellement en cours. Elixir pharmaceuticals conduit l’étude de 
l’antagoniste EX-1350 en phase 2 et Tranzyme Pharma a débuté la phase pré-clinique pour 
étudier le composé TZP-301. 
 
À long terme il serait possible d’envisager une étude sur les patients atteints du 
MODY3.  Nous travaillons actuellement, en collaboration avec la Docteure Marie-France 
Hivert, à l’établissement d’une banque de patients atteints par ce sous-type de diabète au 
niveau du Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke.  L’accès à une telle banque 
permettrait de mesurer les variations de la ghréline ainsi que d’autres hormones comme le 
GIP, le GLP-1, la leptine, la somatostatine, l’insuline et le glucagon.  Nous pourrons aussi 
doser la DPP4.  L’accès à la banque permettrait également d’associer de façon statistique si 
les mutations du gène codant pour HNF1α corrèlent avec une augmentation de ghréline 
totale et de la ghréline active dans le sang. 
 
Une fois cette banque de patients constituée, la ghréline sera dosée par test 
immunologique ELISA.  Les patients devront compléter un questionnaire médical pour 
renseigner leurs antécédents médicaux et leurs médications.  Les patients devront observer 
un jeun de 12 heures avant la visite.  Nous procèderons à leur prise de poids, de taille, tour 
de taille et des signes vitaux.  Un premier prélèvement sanguin sera fait à leur arrivée.  Les 
patients mangeront un déjeuner composé de deux tranches de pains grillées avec confiture 
de fraises ainsi qu’un verre de jus d’orange.  Par la suite, de nouveaux prélèvements 
sanguins seront réalisés à la fin du repas.  Les échantillons de sang seront traités de manière 
à récupérer le sérum pour les dosages ELISA de la ghréline active et totale. 
 
Nous proposons également d’étudier les variations d’autres hormones comme le 
GIP, le GLP-1, la leptine, la somatostatine, l’insuline et le glucagon.  Nous pourrons aussi 
doser la DPP4.  L’accès à la banque permettra également de renseigner quelles mutations 
du gène codant pour HNF1α sont associées à l’augmentation de ghréline totale et de la 





Nous avons mis en évidence dans cette étude que la perte de Hnf1α chez la souris, 
s’accompagnait d’une augmentation des niveaux d’expression du transcrit correspondant à 
la ghréline dans le jéjunum et dans le pancréas.  Dans la majorité des cas, HNF1α a été 
décrit comme un activateur de la transcription de ses gènes cibles (Dohda et al, 2004; 
Rollier et al, 1993; Staloch et al, 2005; Zhu et al, 2010).  Cependant, il est de plus en plus 
envisagé qu’un facteur de transcription puisse agir de façon positive ou encore négative sur 
la transcription en fonction du contexte particulier d’un gène.  Nous avons ainsi émis 
l’hypothèse que le facteur de transcription Hnf1α pourrait agir comme un répresseur 
transcriptionnel du gène codant pour la  ghréline. 
 
Dans un deuxième temps, nous avons constaté l’augmentation des niveaux 
d’expression du gène ghréline lors de l’infection des cellules MIN6 avec le shARN dirigé 
contre le transcrit de Hnf1α.  Idéalement, pour nous rapprocher le plus possible de nos 
observations in vivo chez la souris, il aurait été envisageable de partir de cultures primaires 
de cellules entéroendocrines produisant de la ghréline.  Nous nous sommes heurtés au fait 
que l’ensemble des cellules entéroendocrines dans l’intestin ne représente que 1% de la 
totalité des cellules épithéliales intestinales (Schonhoff et al, 2004).  Cette rareté, 
accompagnée de la difficulté de réaliser des cultures primaires de cellules épithéliales, nous 
a amené à envisager d’autres options.  Une autre possibilité aurait été de travailler avec des 
îlots de Langerhans isolés à partir de nos souris mutantes et contrôles.  En effet les îlots 
pancréatiques renferment des cellules productrices de ghréline, les cellules ε mais dans ce 
cas les cellules en cultures auraient été hétérogènes puisque renfermant plusieurs types 
cellulaires (Andralojc et al, 2009; Wierup et al, 2002).  Dans une approche préliminaire 
nous sous sommes tournés vers l’utilisation lignées cellulaires immortalisées en 
connaissant les désavantages liés à cette utilisation : mutations de gènes, perturbations, du 
cycle cellulaire, de la signalisation cellulaire et de l’apoptose.  Notre choix d’utiliser les 
cellules MIN6 pour nos expériences de culture cellulaire s’explique par le fait qu’elle est 
une des rares lignées à exprimer la ghréline, la Sst et l’insuline.  Nous avons, par ailleurs, 
observé une relevance dans la perte d’expression de Hnf1α et l’expression de ces gènes 
dans le pancréas de la souris.  La perte de Hnf1α n’affecte pas les niveaux d’expression des 




révèle que les cellules MIN6 cultivées à partir d’un nombre de passages cellulaires compris 
entre 30 et 40 présentaient une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, 
de même qu’une réduction de l’expression de la proinsuline (Cheng et al, 2012).  Nous 
avons utilisé des cellules en culture avec 39 à 42 passages.  Les niveaux du transcrit 
correspondant à l’insuline sont peut être déjà diminués dans ces cellules ayant subi de 
nombreux passages. Cela pourrait expliquer pourquoi la perte de Hnf1α n’altère pas 
d’avantage la transcription du gène insuline.  Il pourrait en être de même pour le transcrit 
Sst et même avoir un impact sur celui de la ghréline.  Il faudrait alors reproduire nos 
expériences avec des cellules MIN6 ayant subi moins de passages cellulaires.  Nous 
pourrions également valider nos observations dans d’autres lignées cellulaires susceptibles 
de produire de la ghréline comme les cellules TT originaires d’un carcinome de la thyroïde 
humain (Kanamoto et al, 2001), les cellules HL-60, THP-1, SupT1 ou HELL provenant de 
leucocytes (De Vriese et Delporte, 2007; De Vriese et al, 2005) qui furent utilisées pour 
étudier la production de ghréline.  Plus récemment, une nouvelle lignée cellulaire a été 
identifiée.  Il s’agit des cellules MGN3-1 qui proviennent d’un ghrélinome gastrique et qui 
ont la particularité de pouvoir produire d’importantes quantités de ghréline bioactive 
(Iwakura et al, 2011; Iwakura et al, 2010). 
 
Pour réguler la transcription du gène ghréline, il est attendu que le facteur de 
transcription Hnf1α puisse se fixer de façon spécifique sur l’ADN du gène en question.  
L’analyse des 2500 premiers nucléotides adjacents au site initiateur de la transcription du 
gène ghréline a permis d’identifier 10 sites de liaison pour Hnf1α.  Nous avons démontré 
que Hnf1α se liait sur 4 des 5 régions renfermant les 10 sites prédits.  La présence possible 
de Hnf1α  en autant de sites de liaison et sur une petite portion du génome laisse penser que 
le gène ghréline est hautement régulé par Hnf1α. 
 
Puisque le facteur de transcription Hnf1α peut donc interagir physiquement avec le 
promoteur de la ghréline en plusieurs points, il fallait désormais établir si cette présence 
pouvait être corrélée à une répression de la transcription du gène ghréline.  Aucune étude ne 
relate ce facteur de transcription comme un répresseur transcriptionnel.  Pour savoir si la 




chromatine par des marques épigénétiques.  En effet une chromatine ouverte, décondensée 
sera propice à la transcription de gènes (Kobayashi et Kikyo, 2014).  L’ADN sera alors 
accessible au recrutement des protéines régulatrices constituant la machinerie 
transcriptionnelle.  A l’inverse une chromatine compacte, condensée sera dite inactive et ne 
permettra pas la transcription de gènes.  Ainsi le remodelage de la chromatine est essentiel 
pour conditionner la régulation des gènes (Swygert et Peterson, 2014a).  Ce remodelage est 
tributaire de modifications des extrémités N-terminales des histones comme des 
méthylations.  Certaines méthylations des histones représentent des marques de répression 
ou d’activation de la transcription des gènes (Rivera et al, 2014).  Nous avons décidé de 
porter notre attention sur deux marques précises de méthylation.  Ainsi, on a pu démontrer 
que la présence de Hnf1α sur le gène ghréline pouvait être associée à une méthylation 
répressive alors que l’inverse était observé en absence de Hnf1α.  Nous pourrions 
compléter ces observations et continuer à documenter la régulation de la transcription du 
gène ghréline par le facteur Hnf1α en allant identifier les partenaires requis pour cette 
répression de la transcription.  Par exemple, en utilisant une approche par spectrométrie de 
masse, nous pourrions identifier certains cofacteurs associés à Hnf1α dans ce contexte tels 
que le polycomb repressive complex (PRC), les histones déacétylases, ou encore les 
remodeleurs de la chromatine comme SWI/SNF (Cao et al, 2002; Taghavi et van Lohuizen, 
2006).  Nous pourrions également réaliser des expériences d’immunoprécipitation de la 
chromatine sur tissu en utilisant des sections de jéjunum proximal provenant des souris 
mutantes et des souris contrôles (Garrison et al, 2006). 
 
Dans le cas de la triméthylation répressive de l’histone H3 sur la lysine en position 
27, il a été rapporté que des membres de la famille des protéines « Polycomb Group 
proteins » (PcG) pouvaient intervenir pour permettre la répression des gènes, comme PRC1 
et PRC2 méthylant spécifiquement l’histone H3 sur la lysine 27 (Simon et Kingston, 2009).  
Nous pourrions ainsi aller valider la présence de ces partenaires et donc la répression du 
gène ghréline par des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine tout comme 
précédemment, c’est à dire dans les cellules MIN6 après infections lentivirales avec le 
shNT ou le shHNF1α.  Pour la triméthylation activatrice H3K36me3, nous pourrions 




remodeler » (Sims et Reinberg, 2009; Smolle et al, 2012).  De même, nous pourrions 
valider le recrutement de marques activatrices de la transcription du gène ghréline réalisant 
des expériences d’immunoprécipitation de manière similaire.  D’autres marques de 
répression/activation de la transcription du gène ghréline comme la méthylation des 
arginines par les peptidylarginine methyltransferases (PRMTs) pourraient également être 
étudiées (Bedford, 2007). 
 
Enfin, le facteur de transcription Hnf1α semble être un acteur important de 
l’homéostasie du glucose en modulant la transcription d’autres gènes intervenant dans le 
métabolisme glucidique comme la sucrase isomaltase, SGLT1, SGLT2 (Balakrishnan et al, 
2008; Boudreau et al, 2001; Freitas et al, 2008).  Une étude révèle que l’activité de liaison à 
l’ADN de Hnf1α peut être rythmée par son état de phosphorylation (Carriere et al, 2001).  
Ainsi lorsque Hnf1α est hyperphospohorylée, notamment suite à l’inhibition des protéines 
phosphatases 1/2A qui sont impliquées dans la régulation du métabolisme glucidique, sa 
capacité de liaison à l’ADN tout comme sa stabilité décroissent.  Nous pourrions ainsi 
envisager de renseigner l’état de phosphorylation et la stabilité de Hnf1α en fonction de la 
glycémie.  Des expériences menées sur les cellules MIN6 cultivées à différentes 
concentrations en glucose permettraient de mesurer les niveaux d’expression et les 









Tout au long de notre étude, nous avons pu évaluer l’impact de la perte du facteur 
de transcription Hnf1α sur l’homéostasie du glucose.  Dans notre modèle murin où le gène 
Hnf1α a été invalidé, nous avons caractérisé une augmentation des niveaux d’expression du 
transcrit ghréline, corrélée à une augmentation des taux plasmatiques de l’hormone sous sa 
forme active.  La ghréline bioactive est un acteur essentiel de la régulation de la glycémie, 
puisque cette hormone peut inhiber la sécrétion de l’hormone hypoglycémiante 
indispensable : l’insuline.  Il était déjà connu que la ghréline peut se fixer sur son récepteur 
GHSR1a à la surface des cellules β pancréatiques sécrétant l’insuline et ainsi inhiber 
l’exocytose des granules de sécrétion.  
 
Les souris Hnf1α-/- présentent une hyperglycémie liée à une diminution de la 
sécrétion de l’insuline.  Nous avons entrepris de traiter les souris mutantes avec un 
antagoniste du récepteur à la ghréline.  Au bout de 6 jours de traitement, la glycémie des 
animaux mutants est diminuée et elle est comparable à celle des animaux contrôles.  Cette 
diminution de la glycémie est la conséquence de taux de sécrétion d’insuline restaurés.  Les 
souris Hnf1α-/- traitées à l’antagoniste retrouvent également une polydipsie et une polyurie 
normales, signes d’un rétablissement des troubles liés au diabète.  Ce rétablissement est 
également visible en observant la glycosurie, où l’on peut voir que le glucose urinaire est en 
nette diminution après traitement.  Les souris mutantes traitées présentent également une 
meilleure tolérance au glucose en cas de stress glycémique, avec une réponse adéquate et 
rapide de la libération d’insuline.  L’attribution de l’hyperglycémie des animaux mutants à 
l’augmentation de la ghréline active circulante semble être démontrée toutefois nous ne 
pouvons, pour le moment, affirmer que c’est la ghréline d’origine intestinale qui en est 
l’entière responsable.  En effet, nos résultats ne permettent pas d’écarter toute autre 
contribution par des tissus producteurs de ghréline, notamment le pancréas où l’on décèle 




sont contenues dans les îlots de Langerhans et à proximité des cellules  pancréatiques 
laissant penser à une action paracrine de la ghréline produite par le pancréas.   
 
Hnf1α étant un facteur de transcription, nous avons pensé que Hnf1α pourrait jouer 
un rôle de répresseur transcriptionnel vis à vis du gène ghréline chez la souris.  Dans le 
modèle cellulaire β pancréatique MIN6, la perte de Hnf1α s’accompagne également d’une 
augmentation des niveaux d’expression du transcrit ghréline, supportant les observations 
chez l’animal.  Nous avons démontré que le facteur de transcription pouvait se lier en 
plusieurs sites sur la région promotrice proche du site initiateur de la transcription du gène 
ghréline.  Hnf1α étant décrit comme un transactivateur, nous avons tenté d’apporter des 
éléments visant à démontrer qu’il peut également jouer le rôle de répresseur de la 
transcription de gènes.  Nous nous sommes intéressés à des marques épigénétiques de l’état 
de la chromatine et donc sur la répression/activation de la transcription du gène ghréline.  
En présence de Hnf1α, la chromatine est compacte donc moins active comme on peut le 
voir avec la présence de la marque répressive H3K27me3.  Par contre et en absence de 
Hnf1α, nous voyons la présence de la triméthylation H3K36me3, signe d’une chromatine 
décondensée et apte au recrutement de la machinerie nécessaire à la transcription du gène 
ghréline.  Nous proposons le modèle de régulation suivant :  
 
En présence du facteur de transcription Hnf1α : 
 
Hnf1α se fixe en plusieurs sites sur le promoteur du gène codant pour la ghréline.  
La présence du facteur de transcription est associée à la triméthylation de l’histone H3 sur 
la lysine en position 27.  La chromatine se trouve donc dans une conformation condensée, 
la transcription du gène ghréline est donc amoindrie ce qui correspond éventuellement à 
une diminution de la production de l’hormone.  Les cellules β pancréatiques réagissent 







Figure 24 : la présence de Hnf1α permet la régulation de la sécrétion d’insuline par la 
répression de la transcription du gène ghréline. 
 
En absence de Hnf1α : 
 
L’absence du facteur de transcription est associée à la triméthylation de l’histone H3 
sur la lysine en position 36.  La chromatine se trouve alors sous une conformation 
décondensée, la transcription du gène ghréline peut être augmentée, la production de 
l’hormone peut éventuellement être aussi augmentée.  La ghréline se lie à son récepteur 
Ghsr1a présent à la surface les cellules β pancréatiques.  La sécrétion de l’insuline est alors 







Figure 25 : La perte de Hnf1α entraine la dérégulation de la sécrétion d’insuline par 
l’absence de répression de la transcription du gène ghréline. 
 
En absence de Hnf1α et traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline.  
 
Le traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline GHSR1a bloque la liaison de 
l’hormone à son récepteur permettant ainsi de restaurer la sécrétion d’insuline chez les 







Figure 26 : Le traitement à l’antagoniste du récepteur à la ghréline GHSR1a restaure 
une sécrétion d’insuline adéquate pour la régulation de l’homéostasie du glucose 
malgré l’absence du répresseur Hnf1α. 
 
Ainsi Hnf1α joue un rôle dans l’homéostasie du glucose en réprimant le gène 
ghréline.  Actuellement, il n’existe pas assez de données chez l’humain pour un consensus 
sur la physiologie de la ghréline.  Il serait donc envisageable d’étudier les variations des 
niveaux de ghréline totale et active chez les patients atteints de MODY3 et de les comparer 
à des sujets sains ou diagnostiqués pour d’autres diabètes.  Le traitement visant à bloquer la 
liaison de la ghréline à son récepteur semble une voie thérapeutique prometteuse et 
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Figure supplémentaire 1 : Mise en évidence des cellules δ pancréatiques produisant la 
somatostatine chez les souris Hnf1α -/- et contrôles.  
Des immunofluorescences sont menées dans le pancréas des animaux contrôles (A) et 




















Figure supplémentaire 2 : Expression du transcrit GIPR dans le pancréas de souris 
Hnf1α-/- et Hnf1α+/+. 
L’expression du gène Hnf1β a été mesurée par qPCR dans le pancréas de souris âgées de 4 














































Figure supplémentaire 3 : Détermination de la quantité de glucagon circulant. 
Mesure par ELISA effectuée chez des animaux âgés de 4 à 6 mois et mis à jeun durant xx 
heures (n=9). B : L’expression du gène glucagon a été mesurée par qPCR dans le pancréas 




















































Figure supplémentaire 4: Expression du gène Hnf1β dans l’estomac et le pancréas des 
souris Hnf1α-/- et Hnf1α+/+. 
A : L’expression du gène Hnf1β a été mesurée par qPCR dans l’estomac et B : le 
pancréas de souris âgées de 4 à 6 mois. L’expression du gène est relativisée par rapport à 































































































Figure supplémentaire 5: Mise en évidence des cellules productrices de ghréline au 
niveau du pancréas. 
Des immunofluorescences sont menées dans le pancréas d’animaux à jeun durant 16 
heures, animaux contrôles en A et mutants en B en utilisant un anticorps dirigé contre 
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